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Las células Natural Killer (NK) tienen un papel importante en el control de tumores y uno de los 
sistemas que se ha demostrado crucial para esta actividad NK, es el formado por el receptor 
activador NKG2D y sus ligandos. Los ligandos de NKG2D (NKG2D-L) se expresan en células 
sometidas a estrés celular en varias situaciones patológicas. Además de encontrarse en diferentes 
compartimentos celulares y en la membrana plasmática, los NKG2D-L se pueden liberar al medio 
extracelular a través de exosomas o como moléculas solubles. Dicha liberación de NKG2D-L se 
relaciona con el bloqueo e internalización del receptor en células efectoras y la consecuente 
reducción de su actividad citotóxica. Otra propiedad que se ha observado en los NKG2D-L, es su 
capacidad para transferirse desde la célula diana a la célula NK. La implicación de NKG2D y sus 
ligandos en el control antitumoral depende, por tanto, de muchos factores, indicando la necesidad del 
estudio de diferentes aspectos de la biología de estas moléculas para entender su modulación en un 
contexto patológico.  
En esta tesis, se aborda la biología de los NKG2D-L a varios niveles: a nivel molecular, 
estudiando las características bioquímicas específicas del NKG2D-L, MICA, que afectan a su 
liberación en exosomas; a nivel celular, explorando la comunicación mediada por la transferencia de 
los NKG2D-L de la célula diana a la célula NK; y por último, en un modelo tumoral, utilizando 
células metastásicas de melanoma, en el que se estudia la expresión de NKG2D-L, así como su 
capacidad de modular la respuesta de las células NK, en el contexto de terapias dirigidas.  
El estudio bioquímico del alelo MICA*008 establece que esta molécula no es transmembrana 
sino que se ancla a membrana mediante GPI, el cual es imprescindible para su reclutamiento a 
regiones de membrana ricas en esfingolípidos (DRM) y a exosomas. Además, los resultados 
obtenidos demuestran que los NKG2D-L anclados a la membrana mediante GPI se transfieren desde 
las células diana a células NK. La eficiencia de este proceso depende tanto del ligando particular, 
como de su abundancia en la célula diana. Las células NK adquieren los ligandos en su 
conformación funcional tras una respuesta citotóxica y pueden ser, a su vez, células diana para otras 
células NK autólogas que, además, pueden adquirir el ligando. Por último, se prueba que el 
tratamiento con vemurafenib de células metastásicas de melanoma con la mutación en BRAF
V600E
 
induce una disminución de NKG2D-L y el ligando de DNAM-1, CD155, así como un aumento de 
MHC-I. Esta alteración del equilibrio entre señales activadoras e inhibidoras provoca una 
disminución en la actividad citotóxica de las células NK, que puede ser revertida con el inhibidor de 
desacetilasas de histonas, butirato sódico. Estos resultados implican un papel inmunomodulador de 
fármacos cuyo uso está, en principio, dirigido a la proliferación celular del tumor. 
Todos estos datos establecen nuevos aspectos que contribuyen a comprender la complejidad del 
sistema NKG2D y permiten proponer nuevas estrategias terapéuticas y de seguimiento para los 
pacientes de cáncer. 
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Natural Killer (NK) cells play a key role in tumour control, and recognition by the activating 
receptor NKG2D of its ligands is particularly important for this activity, since although absent on 
healthy cells, NKG2D ligands (NKG2D-L) are expressed by stressed cells in different pathological 
situations. In addition to their localization in different cellular compartments and at the plasma 
membrane, NKG2D-L can also be shed to the extracellular milieu in exosomes or as soluble 
proteins. NKG2D-L shedding leads to receptor blocking and internalization in effector cells, 
reducing cytotoxic activity and aiding the tumour to evade immune responses. NKG2D-L can also 
transfer from the target cell and insert in the NK cell membrane as an intact molecule. Therefore, the 
role of NKG2D and its ligands in anti-tumour control depends on many factors, emphasizing the 
need to study different aspects of the biology of these molecules in order to understand their 
modulation in disease. 
In this thesis, different aspects of  NKG2D-L biology have been addressed: at a molecular level, 
studying the specific biochemical characteristics of the NKG2D-L, MICA, affecting its release in 
exosomes; at a cellular level, exploring the communication mediated by the transfer of NKG2D-L 
from the target cell to the NK cell; and finally, in a model of NK recognition of metastatic melanoma 
cells, studying how chemotherapeutic agents modulate NKG2D-L expression and the consequences 
for the NK cell response to the tumour. 
The biochemical study of MICA*008 allele proved that it is not a transmembrane, but it is a GPI-
anchored protein, an essential property for MICA*008 recruitment to specific sphingolipid enriched 
membrane regions, known as detergent resistant membranes (DRM), and exosomes. The work in this 
thesis showed that GPI-anchored NKG2D-L are transferred from target cells to NK cells. The 
transfer efficiency varied between different ligands and was influenced by their abundance in the 
target cell membrane. NK cells acquire the ligands, after a cytotoxic response, in a functional 
conformation, and these NK cells then become targets for other autologous NK cells, which can in 
turn acquire the ligand. Finally, although treatment of metastatic melanoma cells expressing the 
mutant BRAF
V600E 
protein with vemurafenib inhibited tumour cell growth, this therapy also 
downmodulated NKG2D-L and CD155 (DNAM-1 ligand) expression and increased MHC-I levels . 
These changes in the balance of activating and inhibitory signals, which reduced NK cell response, 
can be reversed by exposure to the histone deacetylase inhibitor, sodium butyrate. These results 
reveal a new immunomodulatory mechanism for drugs used in tumour chemotherapy. 
These data together establish new aspects of the biology of NKG2D-L that increase our 
understanding of the NKG2D system complexity; allow the proposal of new therapeutic uses for 
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7-AAD 7-aminoactinomicina D 
ADCC Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos 
ADN Ácido DesoxirriboNucleico 
APC Aloficocianina 
APCs Células Presentadoras de Antígeno 
ARN Ácido RiboNucleico 
ARNm ARN mensajero 
BRAF
V600E
 BRAF con la mutación V600E 
BSA Albúmina de Suero Bovino 
BUT Butirato sódico 
CD Cluster of Differentiation 
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 
DAP10 DNAX Adapter Protein of 10 kDa 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNAM-1 DNAX Accessory Molecule-1 
DO Densidad óptica 
DRM Membrana Resistente a Detergentes 
DTT Ditiotreitol 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
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Endo F Endoglicosidasa F 
ERK Extracellular signal-regulated kinases 
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h horas 
HCMV Citomegalovirus humano 
HDAC Desacetilasas de histonas 
HDACi Inhibidor de desacetilasas de histonas 
HLA Antígeno Leucocitario Humano 
HRP Horseradish peroxidase 
HS Suero Humano AB masculino 
IFN Interferón 
IgG Inmunoglobulina G 
IL Interleuquina 
ITAM Immunoreceptor Tyrosin-based Activating Motif 
ITIM Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibitory Motif 
kDa KiloDalton 
KIR Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors 
LAMP1 Lysosomal-Associated Membrane Protein-1 
MAPK Mitogen Activate Protein Kinase 
MEK MAPK ERK Kinase 
MFI Intensidad Media de Fluorescencia 
MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad 
MHC-I Complejo Principal de Histocompatibilidad de clase I 
MIC MHC class-I-related Chain 
min minutos 
MMP Metaloproteasa de matriz 
MTT Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
n.s. no significativo 
NK Natural Killer 
NKG2 Natural Killer Group 2 
NKG2D Natural Killer Group 2 D 
NKG2D-L Ligando de NKG2D 
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NTA Nanoparticle Tracking Analysis 
p p-valor 
PBA PBS-BSA-Azida sódica 
PBMC Célula mononuclear de sangre periférica 
PBS Tampón fosfato salino 
PC7 PE-Cy7 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PD-1 Programmed cell death protein 1 
PD-1L ligando de PD-1 
PE Ficoeritrina 
PI3K Fosfatidilinositol 3-quinasa 
PI-PLC Phosphoinositide-specific phospholipase C  
PLX PLX 4032, vemurafenib 
rh-IL Interleuquina humana recombinante 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SEM Desviación estándar de la media 
TNE Tris-NaCl-EDTA 
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1. Las células Natural Killer 
Las células Natural Killer (NK) o células asesinas naturales son linfocitos citotóxicos del sistema 
inmunitario. Su actividad se describió por primera vez en ratón en 1975, cuando se descubrieron 
unos linfocitos granulares de gran tamaño (large granular lymphocytes, LGL) capaces de matar 
células diana in vitro, sin exposición previa al antígeno (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 
1975). Aunque inicialmente se pensó que se trataba de un artefacto o señal inespecífica en los 
ensayos de citotoxicidad, con el tiempo se ha ido demostrando que son fundamentales en el control 
de infecciones y progresión tumoral. Las células NK constituyen la tercera población de linfocitos 
más numerosa en sangre periférica, después de los linfocitos T y los linfocitos B, representando entre 
un 10 y un 15% de los linfocitos circulantes en humanos. 
Las células NK humanas se caracterizan fenotípicamente por la expresión de CD56 (NCAM1, del 
inglés Neural Cell Adhesion Molecule 1), y la ausencia de expresión del marcador característico de 
las células T, CD3 (Robertson y Ritz, 1990). Existen diferentes subpoblaciones de células NK que 
muestran diferentes estados de maduración y especificidades funcionales. Las dos principales 
subpoblaciones se identifican por sus niveles de expresión de CD56: la mayoría (≈ 90%) de las 





expresan niveles altos de CD16 (receptor de FcγIII o FcγRIII); mientras que el ≈ 10 % de las células 
NK en periferia (aunque constituyen la práctica totalidad de la población NK en órganos linfoides 




) y expresan niveles 
bajos o nulos de CD16 (Cooper et al., 2001).   
La actividad de las células NK está implicada en la protección frente a células infectadas por 
virus y células tumorales (Cerwenka y Lanier, 2001; Orange y Ballas, 2006). La maquinaria lítica de 
estas células se basa en la liberación de sus gránulos líticos, que contienen perforina y granzimas, o a 
través de rutas relacionadas con receptores de muerte, tales como Fas o TRAIL (Smyth et al., 2005). 
Debido a su rápida respuesta, en ausencia de una estimulación antigénica previa, las células NK se 
clasificaron, en un principio, como parte del sistema inmunitario innato. Sin embargo, actualmente, 
se sabe que contribuyen a la generación de una respuesta inmunológica adaptativa a través de la 
producción de quimioquinas y citoquinas, principalmente IFN-γ, importante para la inducción de una 
respuesta inmunológica tipo Th1 (Martín-Fontecha et al., 2004), o TNFα, y, también, a través de la 
activación directa de células dendríticas (Fernandez et al., 1999; Gerosa et al., 2002; Orange and 
Ballas, 2006; Robertson, 2002). Además, las células NK presentan algunas características propias de 
las células del sistema inmunitario adaptativo, como por ejemplo, la expansión clonal o la generación 
de memoria inmunológica a largo plazo, descrita recientemente (Vivier et al., 2011). Como ya se ha 
descrito anteriormente, las subpoblaciones de las células NK se corresponden con sus diferencias 
funcionales, de tal manera que la actividad citotóxica suele estar ligada a las células CD56
dim
, 
mientras que la secreción de citoquinas se asocia a la subpoblación CD56
bright 
(Caligiuri, 2008). 
                                                       Introducción 
- 28 - 
 
1.1   Receptores de las células NK  
A diferencia de los linfocitos T, las células NK no requieren de reordenamiento genético de sus 
receptores, sino que para distinguir las células infectadas o transformadas, de las células sanas, las 
células NK presentan en su superficie un amplio repertorio de receptores activadores e inhibidores 
que reconocen a sus respectivos ligandos expresados en las células diana. Tras una compleja 
integración de señales derivadas de los distintos receptores, el equilibrio resultante conlleva a la 
activación o inhibición de la célula NK (Long et al., 2013; Vivier, 2004).  
1.1.1 Receptores inhibidores de las células NK 
Una de las primeras acciones que se descubrió en las células NK era la capacidad de matar células 
tumorales que no expresaban moléculas MHC de clase I (MHC-I). Esta característica hizo que los 
primeros receptores de células NK estudiados fueran los receptores inhibidores, ya que la mayoría de 
ellos reconocen estas moléculas MHC-I, en humano HLA-I, impidiendo la activación de las células 
NK frente a células propias. Las células NK presentan en su superficie un amplio repertorio de 
receptores inhibidores, que pertenecen a diferentes familias: 
 La familia de los receptores KIR (del inglés, Killer cell Immunoglobulin-like Receptors) son 
los receptores inhibidores mejor estudiados. Reconocen específicamente las moléculas de 
MHC-I clásicas, HLA A, B y C (Colonna y Samaridis, 1995; Wagtmann et al., 1995), y también 
la no clásica HLA-G. Esta familia la componen receptores con distintas estructuras que se 
clasifican por tener 2 o 3 dominios extracelulares tipo inmunoglobulina (KIR2D o KIR3D, 
respectivamente). También se distinguen por la longitud de su cola citoplasmática, pudiendo 
ésta ser corta (KIR2DS o KIR3DS) o larga (KIR2DL o KIR3DL). Esta característica estructural 
determinará la función del receptor, ya que los receptores KIR de cola larga presentan motivos 
de señalización inhibidora ITIM (del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif), 
y, por lo tanto, serán receptores inhibidores; mientras que los receptores KIR de cola corta, son 
activadores, ya que se asocian con proteínas adaptadoras que poseen motivos de señalización 
activadora ITAM (del inglés Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif) (Farag y 
Caligiuri, 2006). Sin embargo, KIR2DL4 es activador (Rajagopalan et al., 2001), a pesar de su 
cola citoplasmática larga (Cantoni et al., 1998).  
 La familia LILR (del inglés, Leukocyte Immunoglobulin-like Receptors) incluye receptores 
como ILT2 y ILT4, que son capaces de reconocer moléculas de MHC-I clásicas o no clásicas 
como HLAG- o HLA-F (Lepin et al., 2000; Navarro et al., 1999). 
 A diferencia de los receptores anteriores que son monoméricos, el heterodímero CD94-NKG2A 
(Carretero et al., 1997) es un receptor inhibidor, cuyo ligando es la molécula de MHC-I no 
clásica, HLA-E (Lee et al., 1998). Aunque CD94 también puede formar heterodímeros con 
NKG2C, siendo en este caso un receptor activador. 
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 Además, las células NK también expresan receptores inhibidores que no reconocen moléculas 
de MHC-I como KLRG1, que reconoce cadherinas (Ito et al., 2006), o PD-1, que se une a PD-1 
ligando (PD-1L) (Benson et al., 2010).  
1.1.2 Receptores activadores de las células NK 
Los receptores activadores comenzaron a ser estudiados tras conocer el papel de los receptores 
inhibidores, ya que había evidencias que sugerían la posible existencia de este tipo de receptores. 
Los receptores activadores reconocen a las células diana, mediante diferentes estrategias:  
 NKG2D (del inglés Natural Killer Group 2 D) es uno de los receptores activadores más 
potente y mejor caracterizado. Sus ligandos, pese a estar codificados en el genoma, no se 
expresan, o lo hacen a niveles bajos, en condiciones normales, pero aumentan en situaciones 
patológicas o de estrés celular. Debido a que en esta tesis se estudiarán varios procesos 
relacionados con los ligandos de NKG2D, se definirá este sistema con más detalle en el 
apartado 2. 
 Los receptores de citotoxicidad natural o NCRs (del inglés, Natutal cytotoxicity Receptors), 
NCR1 o NKp46, NCR2 o NKp44 y NCR3 o NKp30 (Moretta et al., 2000), tienen una 
expresión restringida a las células NK, aunque no todas expresan todos los componentes de la 
familia. Algunos de ellos, como NKp46 y NKp44, se pueden unir a moléculas no propias 
como las hemaglutininas virales (Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001). Sin embargo, 
el receptor NKp30 se une a B7-H6 (Brandt et al., 2009), molécula propia que se expresa en 
algunas células tumorales. 
 CD16 es un receptor de baja afinidad de la fracción Fc de la inmunoglobulina G1 (también 
llamado FcγRIII), que permite a las células NK reconocer células opsonizadas y mediar la 
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés Antibody-Dependent Cellular 
Cytotoxicity). 
 Como ya se ha descrito en el apartado anterior, también hay receptores activadores en la 
familia de los KIR, o el heterodímero de CD94 con NKG2C. 
 Otros receptores activadores son: DNAM-1 (CD226) que reconoce, en las células diana, al 
receptor del poliovirus (PVR, CD155) y a Nectina-2 (CD112), moléculas que aumentan su 
expresión en algunas células tumorales (Bottino et al., 2003; Pende et al., 2005); 2B4 
(CD244), que se une a CD48 (Brown et al., 1998); CD2, que reconoce a LFA-3 (CD58) 
(McNerney y Kumar, 2006); NKp80, el cual se une a AICL (del inglés, Activation-induced C-
type Lectin), receptor que aumenta su expresión en células mieloides a través de activación de 
TLRs (Welte et al., 2006); NKp65, que reconoce a KACL (del inglés, Keratinocyte-Associated 
C-type Lectin), expresado en queratinocitos (Spreu et al., 2010).  
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 También se consideran receptores activadores de células NK, algunos TLRs (del inglés, Toll-
Like Rceptors), como TLR3 y TLR9, que pueden reconocer en el espacio intracelular 
oligodesoxinucleótidos que contienen dinucleótidos CpG desmetilados (Sivori et al., 2006). 
1.1.3 Señalización de los receptores de las células NK 
La mayoría de los receptores activadores no tienen motivos de señalización intracelular, por lo 
que, para la transducción de la señal, necesitan asociarse con moléculas adaptadoras. Estas moléculas 
adaptadoras, tienen uno (FcεRγI and DAP12), o varios (CD3-ζ) motivos activadores (ITAM), o el 
motivo YXXM del adaptador DAP10, en el caso de NKG2D (Wu et al., 1999). Otras moléculas 
como SAP pueden también actuar como adaptadoras que transducen la señal activadora (Meinke y 
Watzl, 2013). Tras el reconocimiento del ligando, se activan las quinasas de la familia Src, que 
fosforilan los residuos tirosina de los ITAMs. Esta fosforilación provoca el reclutamiento y la 
activación de las tirosina quinasas Syk, o ZAP70 en el caso de adaptadores con ITAM, o 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y Grb2-Vav1, en el caso de DAP10. Finalmente, estas cascadas 
de señalización inducen procesos relacionados con la reorganización del citoesqueleto, el cual es 
necesario para la polarización de la célula NK y la liberación de los gránulos líticos, así como la 
transcripción de genes de citoquinas y quimioquinas (Lanier, 2008; Long et al., 2013). 
En el caso de los receptores inhibidores, aunque todos ellos difieren en sus dominios 
extracelulares, comparten motivos inhibidores (ITIM) en su cola citoplasmática. De esta manera, 
cuando el receptor inhibidor reconoce a su ligando, las quinasas de la familia Src fosforilan el motivo 
ITIM, lo que provoca el reclutamiento de fosfatasas (como SHP-1, SHP-2 o SHIP). Estas fosfatasas 
desfosforilan proteínas implicadas en la activación de células NK, bloqueando, así, etapas tempranas 
de la activación (Lanier, 2008). Sin embargo, esta inhibición no afecta a la respuesta de las células 
NK frente a otros estímulos activadores (Eriksson et al., 1999). 
1.1.4 Receptores de factores solubles 
Las células NK expresan, de manera constitutiva, receptores para distintas moléculas solubles, 
tales como citoquinas y quimioquinas. El reconocimiento de algunas de ellas, desencadena procesos 
biológicos relacionados con supervivencia, proliferación o migración.  
Las células NK presentan receptores para interleuquinas como IL-1, IL-2, IL-10, IL-12, IL-15 o 
IL-18. Uno de los receptores más estudiados es el de IL-2. Mientras que todas las células NK 
expresan el receptor de IL-2 de afinidad intermedia (IL-2Rβγ), sólo la población CD56bright expresa 
constitutivamente el receptor de IL-2 de alta afinidad (IL-2Rαβγ) (Nagler et al., 1990). Además se 
conoce que el tratamiento de las células NK con IL-2 activa su capacidad citotóxica (Zwirner y 
Domaica, 2010), y que combinaciones de IL-12, IL-15 e IL-18 también activan a las células NK 
(Romee et al., 2012). 
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Todas las células NK expresan los receptores de quimioquinas CXCR3 y CXCR4. Mientras que 
otros, como CCR7, sólo se expresa en la subpoblación CD56
bright
, lo cual podría explicar la 
localización de esta población en tejidos y el hecho de que la población CD56
dim
 sea la mayoritaria 
en circulación (Inngjerdingen et al., 2001; Maghazachi, 2010). 
1.1.5 Moléculas de adhesión 
Para el establecimiento de la sinapsis inmunológica entre la célula NK y la célula diana también 
son importantes las moléculas de adhesión. Se pueden englobar, dentro de estas moléculas, 
diferentes familias de proteínas como son  las integrinas (como LFA-1, LFA-3, Mac-1, VLA-4 y 
VLA-5), los receptores de la superfamilia inmunoglobulina, selectinas, cadherinas y mucinas. 
Además receptores activadores como DNAM-1 y CD2, también tienen función en la adhesión 
celular. Otras moléculas implicadas en la adhesión son PSGL-1, CD96, CD44, ICAM-1, y PEN5 
(Farag y Caligiuri, 2006; Helander y Timonen, 1998; Long et al., 2013). 
1.2   Activación de las células NK 
Como ya se ha descrito anteriormente, la activación de las células NK depende del equilibrio de 
señales procedentes de los diferentes receptores activadores e inhibidores.  En primer lugar, la célula 
NK debe regular su activación para no responder frente a células sanas. Esto ocurre gracias a que los 
receptores inhibidores reconocen moléculas de MHC-I, que se expresan de manera ubicua en células 
sanas. Como consecuencia, se propuso la hipótesis de “pérdida de lo propio” o “missing-self”, 
según la cual, una disminución de los niveles de MHC-I, como ocurre en algunas células que sufren 
transformación tumoral o infecciones víricas, disminuiría la interacción con receptores inhibidores, y 
esta reducción de señales inhibidoras provocaría la activación de las células NK (Ljunggren y Kärre, 
1990). 
En otros casos, las células NK se activan al reconocer ligandos de los receptores activadores. En 
este contexto, se describió el modelo de “inducción de lo propio” o “induced-self”, el cual explica 
que moléculas propias que actúan como ligandos de receptores activadores, tienen niveles más altos 
en células estresadas, convirtiéndolas en células diana, como ocurre con los ligandos del receptor 
NKG2D (ver apartado 2). Sin embargo, otros receptores activadores pueden reconocer moléculas no 
propias que, por ejemplo, se expresen en las células diana infectadas por virus, como ocurre con 
NKp46 y NKp44 (Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001), lo cual se conoce como el modelo 
de “inducción de lo no propio” o “induced-non-self”. 
Otro tipo de activación de las células NK muy importante en la respuesta a infecciones ocurre a 
través de CD16, dando lugar al mecanismo de ADCC (Ojo y Wigzell, 1978). CD16 reconoce la 
porción constante de la IgG en células opsonizadas. Estos anticuerpos, pueden proceder de células 
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plasmáticas, en el caso de la respuesta inmunológica adaptativa, o ser anticuerpos monoclonales 
utilizados como inmunoterapia.  
Todas estas activaciones resultan, en último término, en la activación de la célula NK y la 
consecuente liberación de gránulos líticos y citoquinas, responsables de la lisis de la célula diana y la 
activación de otras células del sistema inmunitario, respectivamente. Debido a que las células NK sin 
activar presentan gránulos líticos preformados en su citoplasma, su activación debe ser un 
mecanismo muy regulado. 
2. Receptor NKG2D y sus ligandos 
El receptor activador NKG2D, también conocido como CD314, es uno de los receptores 
activadores mejor caracterizados. Se trata de un receptor transmembrana de tipo 2, perteneciente a la 
familia de las lectinas tipo C, que se encuentra en la superficie celular formando homodímeros. A 
pesar de encontrarse codificado en el llamado “Complejo NK” del cromosoma 12 (Houchins et al., 
1991), presenta una secuencia muy diferente a otros miembros de la familia NKG2, codificados en la 
misma región. Como consecuencia, no se asocia a CD94 ni comparte los ligandos con otros 
miembros de la familia.  
Este receptor se expresa en la membrana de todas las células NK humanas, pero además también 
funciona como receptor co-estimulador en linfocitos T CD8
+ αβ y γδ y en linfocitos T CD4+ en 
contextos de enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, 
granulomatosis de Wegener o infección por citomegalovirus humano (HCMV) (Allez et al., 2007; 
Capraru et al., 2008; Groh et al., 2003; Raulet, 2003; Sáez-Borderías et al., 2006). La expresión de 
NKG2D puede modularse por la acción citoquinas, como IL-2, IL-12, IL-15, IL-8 y IL-21 que 
aumentan su expresión, o TGF-β e IFN-γ que la disminuyen (Burgess et al., 2008; Friese et al., 2004; 
Horng et al., 2007; Takaki et al., 2005; Zhang et al., 2008b, 2005). Para la transducción de la señal 
activadora, el receptor NKG2D humano se asocia a homodímeros de la molécula adaptadora DAP10, 
formando hexámeros (Garrity et al., 2005).  
Hay una gran variedad de ligandos de NKG2D (NKG2D-L) descritos, lo cual demuestra la 
plasticidad de este receptor. Estos ligandos pertenecen a dos familias relacionadas con las moléculas 
de MHC-I: la familia MIC (del inglés, MHC class I chain-related proteins), y los ULBP (del inglés, 
UL16 binding proteins).  
La familia MIC está formada por los genes MICA y MICB. Son moléculas de MHC-I no clásicas 
codificadas en  la región MHC humana, altamente glicosiladas. Estos ligandos poseen, dominios α1, 
α2 y α3 homólogos a MHC, pero no se asocian con β2-microglobulina, ni presentan péptidos 
antigénicos. Se trata de una familia muy polimórfica: hay descritos más de 100 alelos para MICA y 
más de 40 para MICB (Steven GE Marsh, Anthony Nolan Research 
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Figura 1. Familias de ligandos de NKG2D. Los 
NKG2D-L pertenecen a dos familias de proteínas 
relacionadas con moléculas de MHC clase I: MIC 
y ULBP. Pueden ser proteínas con una región 
transmembrana (TM) y citoplasmática (CIT) o 
ancladas mediante Glicosil-fosfatidil-inositol 
(GPI), y se liberan al medio extracelular formando 
parte de exosomas (EXO) o por la acción de 
metaloproteasas de matriz (MMP). Adaptado de 
López-Cobo et al., 2016. 
Institute, http://hla.alleles.org/terms.html). Uno de los polimorfismos más curiosos se debe a la 
inserción de nucleótidos en la región transmembrana de MICA, siendo el más común el triplete 
GCT, que da lugar a varios residuos alanina (entre 4 y 9). De esta manera, los alelos de MICA se 
pueden agrupar en función de las repeticiones de alanina en la región transmembrana, perteneciendo 
al grupo A4, aquellos alelos con 4 alaninas, al grupo A5, si contiene 5 alaninas, y así sucesivamente. 
Una excepción en esta clasificación es el grupo de alelos MICA5.1, (al que pertenecen alelos como 
MICA*008, MICA*023, MICA*028 o MICA*054). Estos alelos son altamente frecuentes en 
distintas poblaciones mundiales (con una frecuencia alélica de entre 21-47%) (Poulikakos et al., 
2010; Romphruk et al., 2001; Tian et al., 2001; Zhang et al., 2002, 2001) y se caracterizan por la 
inserción de un nucleótido que cambia la fase de lectura, dando lugar a una señal de parada 
temprana, y por lo tanto, a una proteína truncada (Ota et al., 1997). Esta secuencia sugiere que este 
ligando tiene una cola citoplasmática corta, lo cual podría conferirle características particulares 
(Figura 1). Algunos alelos de MICA se encuentran asociados con enfermedades como Crohn, 
diabetes mellitus tipo 1, artritis reumatoide, psoriasis o enfermedad de Behçet (Bahram et al., 2005). 
  
La familia ULBP son un total de 6 proteínas que deben su nombre a que se descubrieron 
buscando los ligandos de la glicoproteína de HCMV, UL16, aunque también se conocen como 
RAET1 (del inglés, Retinoic Acid Early Transcripts) (Cosman et al., 2001; Eagle et al., 2009a, 
2009b). Se codifican en el otro brazo del cromosoma 6, fuera del locus MHC. Aunque también están 
relacionados con MHC, poseen sólo los dominios α1 y α2. La mayoría de los ULBP tienen un 
anclaje glico-lipídico GPI (Glicosil-fosfatidil-inositol) para unirlos a la membrana, mientras que 
ULBP4 es transmembrana (Bacon et al., 2004; Chalupny et al., 2003)  y ULBP2 y ULBP5 se pueden 
encontrar en ambas formas (Fernandez-Messina et al., 2011; Ohashi et al., 2010). La presencia de los 
dos tipos de anclaje (transmembrana o GPI) en los NKG2D-L es llamativa y sugiere que podrían 
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desempeñar diferentes funciones biológicas (Figura 1). Además, en los genes de ULBP se han 
descrito polimorfismos de nucleótido único (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism) tanto 
en la región del promotor como en la región codificante, aunque el número de estos variantes es 
menor que en la familia MIC (entre 1 y 6) (Antoun et al., 2010). 
2.1   Regulación de los ligandos de NKG2D 
Como ya se ha descrito anteriormente, los NKG2D-L no se expresan en células sanas o lo hacen 
en niveles bajos, excepto en células epiteliales del intestino (Groh et al., 1996). En general, el nivel 
de expresión de estos ligandos aumenta en células sometidas a distintos tipos de estrés, como puede 
ser el causado por transformación tumoral, infecciones virales o bacterianas, o enfermedades 
autoinmunes. Se han identificado diferentes mecanismos que pueden causar esta modulación: choque 
térmico, aumento de la tasa de proliferación, estrés oxidativo, daño al ADN, inhibición del 
proteasoma o de desacetilasas de histonas, o microARNs. Además, se han encontrado evidencias de 
la regulación de los NKG2D-L en los distintos niveles de su biogénesis, desde la transcripción, la 
estabilización del ARN o la proteína, y su corte y liberación (ver apartado 2.2) (Huergo-Zapico et al., 
2014; Raulet et al., 2013). Es de gran importancia conocer estos mecanismos de regulación, ya que 
tienen efectos distintos dependiendo de cada NKG2D-L, del tipo celular y de su estado metabólico. 
También se ha descrito que diferentes citoquinas pueden modular la expresión de NKG2D-L en 
células del sistema inmunitario como: MICA y MICB en células dendríticas por la acción de IFNα; 
ULBP1 en monocitos en respuesta a factores de crecimiento e IFNγ; o ULBP1, ULBP2, ULBP3 y 
MICA en macrófagos activados con LPS (Mistry y O’Callaghan, 2007). Sin embargo, en células 
tumorales se ha descrito que IFNγ disminuye los niveles de MICA y ULBP2 (Schwinn et al., 2009) 
mientras que IFNα tiene el efecto contrario (Zhang et al., 2008a). 
2.2   Liberación de ligandos de NKG2D  
Los NKG2D-L pueden liberarse al medio extracelular en forma soluble, por la acción de 
metaloproteasas, o incluidos en las vesículas extracelulares denominadas exosomas. Por tanto, 
conocer los mecanismos implicados en esta liberación es de gran importancia, para entender los 
efectos en la respuesta de las células NK. 
El primer ligando soluble descrito fue MICA, presente en sueros de pacientes con cáncer de 
pulmón, mama y gastrointestinal (Groh et al., 2002; Salih et al., 2002). Después, se han encontrado 
MICB y ULBP solubles en una gran variedad de tumores (revisado en Raulet et al., 2013). 
Diferentes miembros de las familias de metaloproteasas pertenecientes a la familia MMP (del inglés, 
matrix metalloprotases) y ADAM (desintegrina y metaloproteinasas) se han descrito como 
responsables del corte proteolítico de los NKG2D-L, (revisado en López-Cobo et al., 2016). Además 
de la acción de las metaloproteasas, Kaiser y colaboradores describieron que para el corte de MICA 
también es necesaria su asociación con ERp5 (Kaiser et al., 2007).  
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Los NKG2D-L pueden ser liberados al medio extracelular incluidos en exosomas (Ashiru et al., 
2010; Fernandez-Messina et al., 2010). Los exosomas son vesículas pequeñas de 30-150 nm de 
diámetro que se originan a partir de la invaginación de la membrana del endosoma, a lo largo de la 
ruta endocítica, dando lugar a un conjunto de pequeñas vesículas y membranas internas dentro de los 
cuerpos multivesiculares. Cuando este orgánulo se fusiona con la membrana plasmática, los 
exosomas que contiene son liberados al medio extracelular, con la particularidad de presentar las 
proteínas de membrana en la misma orientación que en la membrana plasmática. La composición de 
los exosomas ha sido muy estudiada, presentando moléculas que son reclutadas desde la célula de 
origen, y que incluyen: lípidos, proteínas (receptores, ligandos, factores de transcripción o enzimas) 
y ácidos nucleicos (ADN, ARNm, microARN y otros ARN no codificantes). Debido a su origen, los 
exosomas se caracterizan por la presencia de marcadores de la ruta endosomal, como son las 
tetraspaninas (Zöller, 2009). Estas vesículas son consideradas vehículos de información, ya que 
tienen un papel importante en la comunicación intercelular local y sistémica, transfiriendo las 
moléculas que contienen y pudiendo afectar a la función de otras células (revisado en Raposo y 
Stoorvogel, 2013). 
La liberación como molécula soluble al medio extracelular varía entre los diferentes NKG2D-L. 
Esta liberación va a depender de su susceptibilidad a la acción de las metaloproteasas y a diferentes 
factores que afectan a su permanencia en la membrana plasmática, como pueden ser procesos 
relacionados con la endocitosis y su posterior degradación (Aguera-Gonzalez et al., 2009; 
Fernández-Messina et al., 2016, 2010). Por ejemplo, el corte proteolítico es más común en ULBP2, 
mientras que ULBP3 se libera incluido en exosomas (Fernández-Messina et al., 2010). También 
ocurre algo parecido con diferentes alelos de MICA, mientras algunos son más susceptibles de 
proteólisis, MICA*008 es liberado principalmente en exosomas. En concreto, se relaciona la 
diferente estructura de este NKG2D-L, perteneciente al grupo A5.1, con su capacidad para ser 
liberado en exosomas (Ashiru et al., 2010), lo cual suma interés a dilucidar las propiedades 
particulares de esta proteína para anclarse a la membrana plasmática y para liberarse en exosomas 
(Figura 1). 
Conocer la biología celular de los NKG2D-L y, en concreto, su modo de liberación es muy 
importante, ya que tiene varias consecuencias en la modulación de la activación de células efectoras 
que expresen NKG2D: 1) la liberación de ligandos puede provocar, de una manera directa, una 
reducción en sus niveles en la superficie celular, disminuyendo su capacidad de activar a la célula 
efectora; 2) los ligandos solubles se pueden unir al receptor y, así, bloquearlo, o provocar su 
internalización (Salih et al., 2008), desensibilizando, de esta forma, a la célula efectora a través de 
NKG2D (Figura 2). Además, los NKG2D-L en exosomas pueden provocar un efecto en el receptor 
más potente, debido a su forma multimérica, que aumenta la avidez al compararlo con las proteínas 
solubles monoméricas que se liberan por la acción de metaloproteasas (Ashiru et al., 2010; 
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Fernández-Messina et al., 2010). Por todo ello, mientras que la expresión de NKG2D-L en tumores 
es una señal de buen pronóstico, no lo es la expresión de estos ligandos en sus formas solubles. De 
hecho, hay muchos datos publicados que relacionan niveles altos de ligandos solubles en suero de 
pacientes con mal pronóstico, como en el caso de tumores de colon (Doubrovina et al., 2003), 
próstata (Wu et al., 2004), o melanoma (Paschen et al., 2009). Sin embargo, también se ha observado 
el efecto contrario con los niveles de MICA soluble y los datos de supervivencia de pacientes con 
adenocarcinoma cervical (Samuels et al., 2015). 
 
 
Además de la liberación de NKG2D-L en exosomas o por la acción de metaloproteasa, se ha visto 
que ULBP4 y ULBP5 también son secretados por mecanismos de procesamiento alternativo (Bacon 
et al., 2004; Cao et al., 2007). 
3. Papel de las células NK y el sistema NKG2D en el reconocimiento de 
melanoma 
El melanoma está descrito como uno de los tumores más inmunogénicos, lo que ha llevado a 
estudiar la respuesta inmununológica frente a melanoma y desarrollar multitud de terapias 
relacionadas con el sistema inmunitario desde los años 80. Sin embargo, estas terapias no llegaron a 
utilizarse de manera generalizada. Un aspecto a tener en cuenta es que, mientras se desarrollaban 
estas terapias, no se había estudiado en detalle la biología de las células NK. En cambio, en la 
actualidad se conoce que estas células reconocen a las células de melanoma, por lo que podrían tener 
un papel importante en algunas de las inmunoterapias que fueron investigadas. Además, un hecho 
que apoya la importancia del sistema inmunitario en su acción frente a melanoma, son los buenos 
Figura 2. Biología de los ligandos de NKG2D. Cuando NKG2D reconoce sus ligandos expresados en las células 
diana provoca la activación de la maquinaria lítica de la célula efectora y, finalmente, la muerte de la célula diana. Los 
ligandos de NKG2D pueden ser liberados en exosomas o por la acción de metaloproteasas, provocando el bloqueo y la 
internalización del receptor. Adaptado de López-Cobo et al., 2016. 
                                                       Introducción 
- 37 - 
 
resultados obtenidos recientemente con las inmunoterapias basadas en puntos de control 
inmunológico.  
3.1   Células NK y sistema NKG2D en cáncer 
La primera vez que se relacionó a las células NK con la función antitumoral fue en los años 80, 
ya que se encontró la relación entre inmunodeficiencias que afectaban a la función NK y un aumento 
en la incidencia de cáncer. Esta función antitumoral también se ha demostrado en modelos murinos 
con actividad NK reducida o células NK deplecionadas, aumentando el crecimiento de tumores y 
metástasis. Además, en humanos, se observó esta relación en el sentido contrario, las células NK de 
pacientes con tumores presentaban una menor actividad. En este sentido, un estudio epidemiológico 
que se realizó durante 11 años, demostró la asociación de una baja actividad NK con mayor riesgo de 
desarrollo de tumores (Imai et al., 2000). Asimismo, apoyando el papel de las células NK en la 
eliminación de tumores, se ha relacionado un mayor infiltrado de células NK en los tumores con 
mejor pronóstico (Coca et al., 1997; Ishigami et al., 2000; Villegas et al., 2002). Sin embargo, la 
presión ejercida por el continuo contacto de las células tumorales con las células NK, podría 
conllevar al desarrollo de tumores más resistentes a las estrategias de evasión.  
En concreto, el sistema NKG2D es relevante en la actividad anti-tumoral, ya que se ha visto tanto 
la expresión de NKG2D-L en multitud de tumores (Nausch y Cerwenka, 2008), como la detección de 
ligandos solubles en el suero de pacientes. Además, se ha observado mediante experimentos con 
modelos murinos deficientes en NKG2D o neutralizando el receptor, que los ratones eran más 
susceptibles a procesos tumorigénicos (revisado en Morvan y Lanier, 2015).  
3.2   Melanoma cutáneo metastásico 
El melanoma es un tumor maligno de los melanocitos, células productoras de melanina situadas 
en la capa más profunda de la piel. El melanoma se manifiesta normalmente como cáncer de piel 
(95% de los casos), aunque también puede aparecer en mucosas o en la úvea ocular. Los factores de 
riesgo de melanoma pueden ser: intrínsecos, como factores genéticos, la presencia de nevus 
melanocíticos congénitos o la pigmentación de la piel; o extrínsecos, como la exposición solar y 
ultravioleta, siendo más peligrosa cuando ésta es aguda e intermitente (Gandini et al., 2005; Miller y 
Mihm, 2006). La incidencia del melanoma ha aumentado en los últimos 40 años (Siegel et al., 
2016). Pese a ser uno de los tumores de piel menos frecuentes, presenta la mayor tasa de mortalidad 
(75%) (Jerant et al., 2000) que se debe, principalmente, a la capacidad metastásica de estos tumores. 
Cuando el tumor es diagnosticado en fases tempranas, el 95% de los pacientes sobreviven, mientras 
que el 75% de los pacientes con melanoma que presentan metástasis no supera un año de vida. Las 
impactantes cifras de mortalidad de este tipo de tumor, muestran la importancia de mejorar el 
diagnóstico temprano y encontrar tratamientos que controlen las fases avanzadas (Garbe y Leiter, 
2009). 
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3.3   Respuesta de las células NK frente a melanoma 
Las células NK se acumulan en los nódulos linfáticos con metástasis de células de melanoma, 
pudiendo lisarlas tras la activación con citoquinas (Ali et al., 2014; Messaoudene et al., 2014). Sin 
embargo, las células NK no sólo participan en la lisis de células de melanoma, sino que también 
secretan citoquinas y promueven la maduración de APCs (células presentadoras de antígeno), 
participando así en la respuesta inmununológica adaptativa frente a este tipo de tumor. En concreto, 
en melanoma hay dos evidencias que parecen indicar que las células NK podrían tener un papel 
fundamental en la eliminación de este tipo de tumores: las células de melanoma tienen niveles 
reducidos de moléculas de HLA y expresan ligandos de receptores activadores.  
Uno de los mecanismos de evasión de las células de melanoma se basa en alteraciones en la 
expresión de moléculas MHC de clase I, lo cual impide su reconocimiento por parte de las células T 
(Garrido et al., 2010) y es una limitación para las inmunoterapias que se centran en la actividad 
citotóxica de estas células. Sin embargo, la reducción de MHC-I puede facilitar la activación de las 
células NK, ya que esto implica una pérdida de señalización a través de los receptores inhibidores. 
Estas alteraciones en la expresión de MHC-I pueden ser causadas por varios mecanismos: 
mutaciones en el gen de la beta-2 microglobulina, reducción de la transcripción de los genes de 
HLA-I o pérdida de heterocigosidad del cromosoma 6 (Mendez et al., 2009; Zhao et al., 2016), y se 
pueden clasificar en: reversibles, mediante el tratamiento con citoquinas; o irreversibles, asociadas a 
progresión tumoral. Además de alteraciones en moléculas clásicas de HLA, en melanoma también se 
ha observado un aumento de las moléculas de HLA no clásicas como HLA-G (Rebmann et al., 
2007), así como un aumento en las moléculas de HLA-I (Balsamo et al., 2012). 
Las células NK también  reconocen a las células de melanoma gracias a los receptores NKG2D, 
NKp46 y DNAM-1 (Casado et al., 2009; Lakshmikanth et al., 2009). En melanoma se ha encontrado 
la expresión de ligandos de NKG2D y DNAM-1, así como de ligandos de NCR, aunque sobre estos 
últimos, los datos en la literatura son más controvertidos. Los NKG2D-L pertenecientes a la familia 
MIC son más frecuentes que ULBP en melanoma, y aparecen más en lesiones metastásicas. Aunque 
se ha visto que, en particular, MICA, se expresa más en melanoma primario que en metástasis 
(revisado en Morgado et al., 2011). En cuanto a los ligandos de DNAM-1, CD155 se encuentra con 
mayor frecuencia que CD112, y son más frecuentes en metástasis que en lesiones primarias. Frente a 
estos sistemas de activación, también se han descrito distintos mecanismos de evasión como: la 
reducción de la expresión de ligandos (MICA y ligandos de NCR); el aumento de la liberación de 
NKG2D-L (MICA y ULBP2) (Paschen et al., 2009); la reducción en la expresión del receptor 
activador, NKp30; o la secreción de las citoquinas, IFN-γ e IL-10, que provocan una reducción en 
los niveles de expresión de NKG2D-L (Schwinn et al., 2009; Serrano et al., 2011). Además de estos 
mecanismos de evasión, se ha observado en células NK de pacientes con melanoma metastásico, una 
reducción en la expresión de NKG2D, que se relaciona con una reducción en la capacidad citotóxica 
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de estas células, demostrando el papel de este receptor en la respuesta frente a melanoma (Konjević 
et al., 2009; Morgado et al., 2011; Tarazona et al., 2015). 
3.4   Tratamientos para el melanoma cutáneo 
El melanoma es uno de los tumores más estudiados, debido a su importancia clínica, y se han 
intentado utilizar multitud de tratamientos para luchar contra este tipo de tumor tan agresivo. El 
tratamiento del melanoma se puede abordar de diferentes formas dependiendo de su estadío. Así, en 
etapas tempranas cuando los tumores primarios miden menos de 1 mm, se practica la resección 
quirúrgica. También se utilizan terapias convencionales de radioterapia y quimioterapia. Muchos de 
los tratamientos quimioterapéuticos se centraron en la eliminación de las células tumorales mediada 
por mecanismos relacionados con la apoptosis. Sin embargo, es posible que la resistencia que 
presentan las células de melanoma a mecanismos de inducción de apoptosis (Soengas y Lowe, 
2003), sea responsable de la baja eficacia de estos tratamientos. 
A continuación se describirán las terapias frente a melanoma metastásico más importantes que se 
han desarrollado a lo largo del tiempo, y que pueden clasificarse en dos tipos de terapias: la 
inmunoterapia y la terapia dirigida.  
3.4.1 Inmunoterapias 
En los últimos 30 años, se han estudiado diferentes tipos de inmunoterapia frente a melanoma, 
aunque actualmente han cobrado gran importancia los tratamientos con anticuerpos monoclonales 
por el éxito obtenido. Steven A. Rosenberg fue el pionero en demostrar el papel del sistema 
inmunitario en la regresión de melanoma, siendo el tratamiento con altas dosis de IL-2, la primera 
inmunoterapia aprobada por la FDA (Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados 
Unidos) en 1998 (Kammula et al., 1998), aunque la tasa de respuesta a este tratamiento fue baja y 
provocaba una toxicidad alta. También se probaron otras terapias sistémicas con citoquinas, como 
por ejemplo con IFNα2b (Tsao et al., 2004). Por otra parte, la vacunación terapéutica ha sido otra 
estrategia seguida para el tratamiento del melanoma. 
La transferencia celular adoptiva, utilizando linfocitos T autólogos, también ha sido una 
inmunoterapia estudiada en melanoma. En este sentido, fueron muy famosos los estudios con 
linfocitos activados con IL-2 (Rosenberg y Restifo, 2015), en los que las células NK podrían tener un 
papel muy importante, ya que pueden activarse por esta citoquina. Aunque los resultados de 
regresión son buenos, todavía existen limitaciones técnicas y económicas con este tipo de terapias. 
Un avance muy reciente en esta técnica, consiste en modificar las células genéticamente para que 
expresen receptores quiméricos, conocidos como CAR (del inglés, Chimeric Antigen Receptor), que 
reconocen, en este caso, antígenos específicos de melanoma y tienen fusionado un dominio de 
señalización, de tal manera que el linfocito T puede responder sin necesidad de señales de co-
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estimulación. La limitación que se puede encontrar en estas terapias es la reducción de la expresión 
de antígenos de melanoma, necesarios para este tipo de respuestas (Rosenberg et al., 2008).  
Recientemente, han cobrado gran importancia las inmunoterapias basadas en puntos de control 
inmunológico, que se describirán en más detalle en el apartado 3.4.3. Además, otro tratamiento  
reciente es la viroterapia oncolítica, basada en la replicación vírica en células tumorales y su 
posterior reconocimiento por células del sistema inmunitario también está dando algunos resultados 
positivos. El uso de uno de estos virus, T-VEC (Talimogene laherparepvec), fue aprobado por la 
EMA (Agencia Europea del Medicamento) en diciembre de 2015. Se trata de un virus HSV (del 
inglés, Herpes Simplex Virus) tipo I modificado genéticamente para producir GM-CSF, y es el único 
que ha demostrado efectos beneficiosos para pacientes con melanoma (Kohlhapp y Kaufman, 2016). 
3.4.2 Terapias dirigidas: Vemurafenib 
Las terapias dirigidas se desarrollaron cuando se conocieron en detalle las mutaciones más 
comunes en melanoma (revisado en (Fiskus y Mitsiades, 2016) y (Tran et al., 2016)). Entre las 
muchas modificaciones genéticas que se han encontrado en melanoma hay mutaciones puntuales, 
reordenamientos de cromosomas o mutaciones relacionadas con las rutas de BRAF y NRAS (Berger 
et al., 2012). Las mutaciones más frecuentes en melanoma se dan en proteínas de la ruta de las 
MAPK (del inglés, Mitogen Activate Protein Kinase), implicadas en la progresión tumoral. Por ello, 
varias terapias se basan en inhibidores específicos de las formas mutadas de estas proteínas (Gray-
Schopfer et al., 2007). También se han estudiado terapias dirigidas a proteínas de la ruta PI3K o el 
inhibidor de quinasas de amplio espectro, sorafenib, sin embargo para una buena eficacia es 
necesaria la combinación con otros quimioterapéuticos (Flaherty, 2006) 
En 2002 se descubrió que la mayoría de las mutaciones encontradas en las lesiones de melanoma 
ocurrían en la proteína quinasa, B-RAF (BRAF). En concreto, aproximadamente el 50% de las 
lesiones de melanoma presentan una mutación que implica el cambio de un ácido glutámico por una 
valina en el codón 600, BRAF
V600E
 (Davies et al., 2002). BRAF es uno de los 3 miembros de la 
familia RAF (Ikawa et al., 1988), siendo el más potente activando MEK. La mutación V600E ocurre 
en el dominio quinasa, y cambia la conformación de la proteína, de manera que permanece siempre 
en su forma activa. La activación constitutiva de BRAF
V600E
 provoca la activación de la ruta de 
señalización MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK), relacionada con procesos de proliferación, 
supervivencia y angiogénesis, y por lo tanto, contribuyendo al progreso tumoral (Gray-Schopfer et 
al., 2007; Solit et al., 2006) (Figura 3). Por esta razón, se pensó en BRAF
V600E
 como diana 
terapéutica, y se generaron varios fármacos para inhibir esta forma mutada de la proteína, entre ellos 
vemurafenib (Roche) y dabrafenib (GSK2118436).  
Vemurafenib (PLX 4032) fue aprobado por la FDA en 2011 (Flaherty et al., 2011) y por la EMA 
en 2012 para el tratamiento de pacientes de melanoma metastásico que presentaran lesiones con 
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Figura 3. Acción de Vemurafenib. 
Esquema simplificado de la ruta de 
señalización RAS–RAF–MEK–ERK 
en melanocitos y células de melanoma 
con BRAFV600E, indicando el punto de 
inhibición de vemurafenib. 
BRAF
V600E
. La aproximación utilizada en su descubrimiento fue basada en su estructura, y una 
posterior selección de moléculas pequeñas con propiedades químicas específicas (Bollag et al., 2012, 
2010; Tsai et al., 2008). El tratamiento con vemurafenib afecta a la activación de la ruta de las 
MAPK, con disminución de fosforilación de ERK, parada del ciclo celular, y apoptosis en 
experimentos in vitro, mientras que in vivo también se ha observado regresión tumoral. Sin embargo, 
estos efectos sólo se observan en células con BRAF mutado, ya que en las células con la forma de 
BRAF silvestre tratadas con vemurafenib se activa la ruta de las MAPK (Joseph et al., 2010; 
Søndergaard et al., 2010; Yang et al., 2010). El tratamiento con vemurafenib funciona en el 50% de 
los pacientes y, por lo general, se trata de una respuesta rápida, con buenos datos de supervivencia 
(Sosman et al., 2012).  
 
A pesar de sus buenos resultados, el tratamiento da lugar a la rápida aparición (6 meses) de 
mecanismos de resistencia. Los mecanismos que se han estudiado relacionados con la resistencia 
implican reactivación de la ruta de señalización de las MAPK o PI3K, como: amplificación de 
BRAF
V600E
; nuevas mutaciones en BRAF o en genes de otras proteínas de su ruta de señalización; 
activación de proteínas implicadas en la ruta de las MAPK por rutas alternativas de señalización; 
sobreexpresión de moléculas anti-apoptóticas o factores de transcripción que promueven la 
proliferación; autofagia e interacciones entre la célula tumoral y el microambiente, como la 
activación de fibroblastos asociados a melanoma (revisado en Fiskus y Mitsiades, 2016). Además de 
la resistencia al fármaco, otro problema del tratamiento con vemurafenib es la aparición de tumores 
secundarios. Como ya ha sido mencionado, el tratamiento con vemurafenib provoca la activación de 
la ruta de las MAPK en células que tienen la forma no mutada de BRAF (Poulikakos et al., 2010). 
Por ello, en los pacientes tratados con vemurafenib es frecuente la aparición de tumores dependientes 
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de Ras, como carcinoma cutáneo de células escamosas, pólipos gastrointestinales, cáncer de vejiga o 
leucemia. Para evitar estos tumores y las resistencias provocadas por reactivación de la ruta de las 
MAPK, se está probando actualmente la combinación de vemurafenib con el inhibidor de MEK, 
cobimetinib. Esta combinación mejora los datos de respuesta y reduce la aparición de tumores 
secundarios, aunque el tratamiento genera más toxicidad en los pacientes (revisado en Eroglu y 
Ribas, 2016). 
Dabrafenib presenta resultados muy similares a los observados con vemurafenib (Falchook et al., 
2012). En 2013, este tratamiento fue aprobado por la FDA para el melanoma metastásico. Para evitar 
resistencias y tumores secundarios, también se está probando su tratamiento en combinación con un 
inhibidor de MEK, el cual fue aprobado por la FDA en 2013 (Long et al., 2016) (revisado en Fiskus 
y Mitsiades, 2016). 
Aunque estos fármacos se diseñaron para bloquear la ruta MAPK, pueden afectar a otras 
funciones celulares. Entre ellas, es importante estudiar los efectos de estos tratamientos en el sistema 
inmunitario. Varios estudios han relacionado el tratamiento con vemurafenib con procesos 
relacionados con el aumento de la respuesta inmunológica. Por ejemplo, se observó que el 
tratamiento con vemurafenib reducía la inducción de MDSC (del inglés, Myeloid-derived Supressor 
cells) por las células tumorales (Schilling et al., 2013), y aumentaba la expresión de antígenos de 
melanoma, cuya reducción previa se encuentra asociada a la mutación V600E en BRAF (Boni et al., 
2010; Kono et al., 2006). Además, los inhibidores de BRAF aumentaban la infiltración de linfocitos 
T citotóxicos al tumor (Frederick et al., 2013; Wilmott et al., 2012). Como ya se ha mencionado 
anteriormente, las células NK pueden responder frente a células NK a través de NKG2D. En este 
sentido, se ha descrito que las células NK son las responsables del control de la metástasis en un 
modelo murino tratado con terapias dirigidas a BRAF
V600E
 (Ferrari de Andrade et al., 2014). Por todo 
ello, un objetivo de esta tesis doctoral persigue comprobar si vemurafenib podría tener algún papel 
en la modulación de la respuesta NK a través de NKG2D. Durante el desarrollo de esta tesis 
doctoral, se han puesto en marcha numerosos ensayos clínicos utilizando diferentes anticuerpos 
monoclonales dirigidos frente a puntos de control inmunológico, demostrando la importancia de la 
respuesta inmunológica en la eliminación de las células de melanoma.  
3.4.3 Inmunoterapias basadas en puntos de control inmunológico 
La inmunoterapia basada en el bloqueo de puntos de control inmunológico ha cobrado 
recientemente gran importancia para el tratamiento del melanoma, debido a los buenos resultados 
obtenidos en los ensayos clínicos. Estos tratamientos buscan aumentar la respuesta de los linfocitos T 
bloqueando señales inhibidoras procedentes de receptores como CTLA-4 (del inglés, Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4), PD-1 (del inglés, Programmed cell Death protein 1) o su ligando PD-L1. 
Ipilimumab (BMS), anticuerpo dirigido frente a CTLA-4, fue el primero en aprobarse por la FDA en 
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2011. Este tratamiento aumenta la supervivencia media (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2011), 
aunque el porcentaje de pacientes que responden es muy bajo, aproximadamente 10%. Sin embargo, 
los pacientes que responden aumentan la supervivencia a largo plazo, algunos incluso más de 10 
años (Page et al., 2014; Schadendorf et al., 2015). Más tarde, en 2014, se aprobaron por la FDA 
anticuerpos frente a PD-1, como nivolumab (BMS), y PD-L1, como pembrolizumab (MSD). Ambos 
anticuerpos en combinación, y nivolumab en monoterapia, mejoraban los resultados de respuesta en 
comparación con ipilimumab (Robert et al., 2015). Nivolumab e ipilimumab, en combinación, es un 
tratamiento que fue aprobado por la EMA en mayo del 2016 (Franklin et al., 2016), ya que mejoran 
los datos de respuesta, aunque aparecen más efectos secundarios (Larkin et al., 2015; Postow et al., 
2015).  
A pesar de los buenos resultados que presentan estas últimas terapias, aún siguen presentando 
limitaciones. En el caso de las terapias dirigidas, aunque la tasa de éxito es alta, es frecuente la 
aparición temprana de resistencias. Sin embargo, las inmunoterapias basadas en el bloqueo de puntos 
de control inmunológico, generan respuestas mantenidas, incluso en largos períodos de tiempo, pero 
en un porcentaje reducido de pacientes. Por estas razones, los futuros retos en el tratamiento del 
melanoma avanzado giran alrededor de dos conceptos: encontrar biomarcadores que ayuden a decidir 
la terapia a seguir en cada paciente, y seleccionar la combinación de terapias que logre mejorar los 
resultados en los distintos pacientes (Zhu et al., 2016). 
3.4.4 Terapias basadas en la actividad de las células NK 
Pese a que son muchas las evidencias que demuestran la importancia de las células NK en la 
lucha frente a tumores, han quedado relegadas a un segundo plano en el desarrollo de 
inmunoterapias. Se están empezando a desarrollar algunas inmunoterapias dirigidas a la actividad de 
las células NK, como: anticuerpos monoclonales frente a KIR, en monoterapia o en combinación con 
ipilimumab, o anticuerpos dirigidos frente a NKG2A; inhibidores del proteasoma e inhibidores de 
desacetilasas de histonas que aumentan los niveles de NKG2D-L, la secreción de citoquinas pro-
inflamatorias o la expresión del receptor de TNF; y estudios de transferencia adoptiva con células 
NK (revisado en Tarazona et al., 2015). También se han estudiado inhibidores de metaloproteasas 
para evitar la liberación de CD16 (Zhou et al., 2013), y favorecer con ello la respuesta ADCC, que 
puede participar en la respuesta frente a células diana en dichas inmunoterapias. Además estos 
tratamientos también controlarían el corte proteolítico de ligandos de NKG2D. 
3.5   Melanoma y exosomas 
Las células tumorales pueden liberar cantidades altas de exosomas, pudiendo incluir antígenos 
tumorales. Por ejemplo, se ha observado que el plasma de pacientes de melanoma presenta una 
mayor cantidad de exosomas que expresan CD63 y caveolina-1 (Logozzi et al., 2009). La función de 
los exosomas en cáncer se ha relacionado tanto con procesos activadores como inhibidores, 
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dependiendo de la molécula estudiada y del fenotipo de la célula de origen, ya que se ha visto que 
pueden transferir el fenotipo de la célula de origen a otras células (O’Brien et al., 2013). Diferentes 
estudios demuestran que los exosomas tienen un papel importante en el progreso tumoral y en 
metástasis (Becker et al., 2016). Por ejemplo, se ha observado que exosomas derivados de tumores 
tienen tropismo hacia órganos específicos, contribuyendo a la formación del nicho pre-metástatico, 
por una expresión diferencial de integrinas (Hoshino et al., 2015). También se ha observado el papel 
de los exosomas en otros procesos tumorales como angiogénesis, coagulación, remodelación del 
tejido parenquimático, o modulación del sistema inmunitario (Whiteside, 2016). En cuanto a las 
células NK, se ha demostrado que éstas liberan exosomas, y que exosomas derivados de tumores 
pueden modular la actividad de las células NK (revisado en Benito-Martin et al., 2015). Debido al 
importante papel que tienen los exosomas en la progresión tumoral, estas vesículas están cobrando 
importancia en diagnóstico y en su uso como dianas terapéuticas (revisado en Becker et al., 2016).  
Los exosomas derivados de melanoma son capaces de educar a progenitores de las células de 
médula ósea, teniendo una función clave en crecimiento tumoral y metástasis (Peinado et al., 2012). 
Dado que los exosomas tienen un papel importante en el progreso de tumores y que se encuentran en 
suero de pacientes de melanoma, uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar los exosomas 
derivados de melanoma y la expresión de NKG2D-L. 
4. Transferencia de proteínas mediante trogocitosis 
La comunicación intercelular es un proceso esencial en organismos multicelulares y puede estar 
mediado por contacto celular o por la transferencia de moléculas que son secretadas. La transferencia 
de proteínas es un fenómeno común entre células del sistema inmunitario y varios mecanismos han 
sido descritos como responsables de esta transferencia. Uno de estos mecanismos podría ser el corte 
proteolítico de proteínas que se encuentran ancladas en la membrana plasmática y la posterior unión 
a sus receptores. También se han identificado estructuras celulares que funcionan como vehículos de 
transferencia, como: los nanotubos de membrana (Onfelt et al., 2004); o proteínas que se encuentren 
incluidas en vesículas extracelulares, como son los exosomas. Además, otro mecanismo que implica 
transferencia de proteínas entre células es la trogocitosis (revisado en Davis, 2007). 
4.1   Definición y ejemplos de trogocitosis 
La trogocitosis es un fenómeno que fue definido por Joly y Hudridier en 2003 como la 
transferencia intercelular de fragmentos intactos de membrana plasmática y sus proteínas asociadas. 
Su nombre proviene de la palabra trogo, que en griego antiguo significa roer. Las características de 
la trogocitosis son (Joly y Hudrisier, 2003): 
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 La transferencia de fragmentos de membrana y, como consecuencia, de las moléculas que se 
encuentran en ella. Se trata de un proceso selectivo, ya que diferentes moléculas se transfieren 
con diferentes eficiencias. 
 Dependencia del contacto celular. 
 Cinética rápida. Treinta minutos son suficientes, lo cual implica que no se debe a mecanismos 
de fagocitosis o cuerpos apoptóticos (Hudrisier et al., 2001) 
La trogocitosis se ha descrito en muchos tipos celulares, aunque es en el sistema inmunitario 
donde está mejor estudiada, tanto in vitro como in vivo (Mostböck et al., 2007; Riond et al., 2007; 
Xia et al., 2006). Probablemente, este fenómeno ocurre con más frecuencia en el sistema inmunitario 
porque se trata de una consecuencia de la interacción que supone la sinapsis inmunológica. Se han 
descrito procesos relacionados con trogocitosis que implican tanto a linfocitos B y T, como a células 
NK (ver apartado 3.3). Además, se ha sugerido que la trogocitosis puede tener una función en el 
mantenimiento de la sinapsis inmunológica o en la recuperación de membrana tras la exocitosis de 
gránulos líticos. Sin embargo, este último argumento es controvertido debido a que también se ha 
descrito tras sinapsis inhibidoras (Williams et al., 2007). 
Uno de los modelos de trogocitosis mejor estudiado es la transferencia de proteínas de la 
membrana de APCs a linfocitos T, más concretamente la transferencia del complejo MHC (Dhainaut 
y Moser, 2014; Patel et al., 1999). Por ejemplo, se ha descrito que se transfieren otras moléculas 
importantes para la respuesta inmunológica como moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86), 
moléculas de adhesión (ICAM) o receptores (neuropilin-1) (Bourbié-Vaudaine et al., 2006; Hwang 
et al., 2000; Zhou et al., 2005). 
La eficiencia de este fenómeno depende de la naturaleza de las células implicadas (Daubeuf et al., 
2010b) y de la molécula transferida, siendo los receptores Fc, CD4 y las tetraspaninas, las proteínas 
que mejor se transfieren desde APCs a linfocitos T y B (Daubeuf et al., 2010a). 
4.2   Función y mecanismo de la trogocitosis 
La adquisición de proteínas provenientes de otras células, puede cambiar el fenotipo y afectar a la 
función de las células aceptoras. Este efecto va a depender de la función de la molécula transferida y 
del tipo de célula aceptora. Por ejemplo, cuando se transfieren ligandos inhibidores, como HLA-G, la 
célula aceptora adquiere un fenotipo inhibidor (Caumartin et al., 2007). Sin embargo, ocurre lo 
contrario cuando las células adquieren moléculas activadoras. Por ejemplo, ligandos de los 
receptores activadores NKG2D y NKp46 transferidos desde células tumorales a células T, son 
capaces de activar a las células NK (Domaica et al., 2009). Pero el fenotipo adquirido puede ser más 
complejo, ya que también depende del fenotipo original de la célula aceptora. De esta manera, se ha 
demostrado que cuando los complejos de MHC se transfieren desde APCs a linfocitos T CD4
+
, estas 
células pueden estimular linfocitos T naïve, mientras que si la célula aceptora tiene fenotipo 
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regulador, el efecto es el contrario (Zhou et al., 2011). Todos estos datos, indican que la trogocitosis 
puede participar en la regulación de la respuesta inmunológica, dependiendo de la molécula que se 
transfiere y de la célula que la adquiere. 
Además, algunos artículos demuestran la importancia clínica de este fenómeno. Por ejemplo, la 
transferencia de HLA-G ocurre en células hematológicas tumorales de pacientes (LeMaoult et al., 
2015) y en linfocitos T de pacientes con mieloma múltiple (Brown et al., 2012), adquiriendo un 





 de pacientes (Eisenberg et al., 2013), y CD14 y CD19 en el caso de las células NK de 
pacientes con diferentes tipos de cáncer hematológico (Krzywinska et al., 2015). Actualmente, el 
fenómeno de trogocitosis está cobrando más importancia ya que se ha implicado en procesos 
relacionados con la inmunoterapia basada en anticuerpos monoclonales. Se ha descrito que la 
trogocitosis podría ser el principal mecanismo responsable de la desaparición de estos anticuerpos 
monoclonales, como por ejemplo el anti-CD20, rituximab (Beum et al., 2011; Pham et al., 2011), 
anti-KIR2D (Carlsten et al., 2016), o anti-CD22. A pesar de que este fenómeno sería perjudicial en 
estos tratamientos, se describe como beneficioso en el caso de algunos tratamientos frente a 
enfermedades autoinmunes (Rossi et al., 2013; Taylor, 2013; Taylor y Lindorfer, 2015).  
Algunos grupos han utilizado la trogocitosis como herramienta para modificar células NK, sin 
intervención genética, para una futura aplicación en tratamientos con transferencia adoptiva de 
células NK. Por ejemplo, se ha estudiado la transferencia de CCR7 para ayudar en el reclutamiento a 
nódulos linfáticos (Somanchi et al., 2012) o para la expresión del receptor antigénico quimérico anti-
CD19 en células NK (Cho et al., 2014) .  
Pese a que son muchos los ejemplos de proteínas transferidas mediante trogocitosis, implicando 
diferentes poblaciones de células del sistema inmunitario, el mecanismo molecular no está bien 
definido. Se ha obsevado que son necesarias las GTPasas TC21 y RhoG, que también tienen un 
papel en procesos de fagocitosis. Estas moléculas se han visto implicadas en la transferencia de 
moléculas de MHC desde APCs a linfocitos T, que además es promovida por la internalización del 
TCR (Martínez-Martín et al., 2011).  
4.3   Trogocitosis y células NK 
La primera evidencia de trogocitosis que implicaba a las células NK, fue la transferencia de 
MHC-I en modelos de ratón (Sjöström et al., 2001). Más tarde, se observó que células NK humanas 
también podían adquirir fragmentos de membrana de la célula diana (Tabiasco et al., 2002). En la 
literatura científica se encuentran descritos varios ejemplos de transferencia de proteínas 
relacionados con las células NK, tanto en moléculas activadoras como inhibidoras. Durante la 
sinapsis inhibidora, se ha demostrado la transferencia del ligando HLA-C desde la célula diana a la 
célula NK, y de KIR en el sentido contrario (Carlin et al., 2001; Vanherberghen et al., 2004; 
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Williams et al., 2007). Como ejemplo de moléculas implicadas en la activación de las células NK, se 
ha observado la transferencia del ligando CD155 a células NK (Fuchs et al., 2004) o el receptor 2B4 
que se transfiere en el sentido contrario (Roda-Navarro et al., 2004). 
En cuanto al sistema NKG2D, también se ha demostrado la transferencia de los ligandos MICA 
(McCann et al., 2007) y MICB desde células diana a células NK, en este último caso también se 
encontró la transferencia de NKG2D en el sentido contrario (Roda-Navarro et al., 2006). En ambos 
estudios, se demostró que para la transferencia de estas proteínas es necesaria la interacción entre el 
receptor y el ligando. Además, McCann y colaboradores demostraron que el MICA adquirido por la 
célula NK se encontraba en su orientación nativa, de tal manera que podía ser reconocido por el 
receptor NKG2D de otras células NK, activándolas, provocando la liberación de sus gránulos líticos 
e induciendo la internalización del receptor. Debido a que la transferencia de los NKG2D-L parece 
afectar a la activación de las células NK, y que sólo se había descrito en ligandos transmembrana de 
la familia MIC, se decidió estudiar la transferencia de los ULBP anclados mediante GPI, ya que la 
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Conocer la biología y la regulación de los ligandos de NKG2D es de gran relevancia debido al 
papel que desempeñan en ciertas situaciones patológicas, en las que se expresan de manera 
específica, así como por su capacidad para liberarse al medio extracelular, bien incluidos en 
exosomas o bien como proteínas solubles. La variabilidad en las formas bioquímicas y la biología 
celular de los distintos ligandos resulta en una capacidad diferente por parte de cada ligando para 
modular la actividad de las células NK. Por tanto, es importante dilucidar los distintos aspectos de la 
biología de estas familias de proteínas para poder entender sus diferentes actividades biológicas. 
Los objetivos que se plantean es esta tesis son los siguientes: 
1. Estudiar las características bioquímicas del ligando NKG2D, MICA*008, y en particular, 
aquellas implicadas en su reclutamiento a exosomas. 
 
2. Analizar la transferencia de ligandos de NKG2D, pertenecientes a la familia ULBP, desde la 
célula diana a la célula NK, así como su mecanismo y consecuencias funcionales. 
 
3. Estudiar el efecto del tratamiento con el inhibidor de BRAFV600E, vemurafenib, en la expresión y 
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1. Reactivos 
Todos los reactivos utilizados, si no se indica lo contrario, se adquirieron de Sigma-Aldrich. 
Vemurafenib (PLX 4032) fue cedido por la Dra. Annette Paschen (Hospital Universitario de Essen, 
Alemania). Los tratamientos con vemurafenib, butirato sódico y MG132 se realizaron a las 
concentraciones y tiempos indicados para cada experimento. 
2. Líneas celulares 
Todas las líneas celulares se incubaron a 37⁰C, 5% CO2 y 95% de humedad relativa. 
A todos los medios de cultivo designados como “completos” se les añadió: 10% FBS, L-
glutamina 1 mM, piruvato sódico 1 mM, aminoácidos no esenciales 0.1 mM, penicilina 100 U/ml, 
estreptomicina 100 U/ml (Biowest). 
Se utilizaron células de ovario de hámster chino (CHO) transfectadas con ligandos de NKG2D se 
describen en (Ashiru et al., 2010; Fernández-Messina et al., 2010). La línea CHO deficiente en GPI 
G9-PLAP-0.85 (Stevens et al., 1996) (también referida como CHO-ΔGPI) fue donada por la Dra. 
Victoria L. Stevens (Epidemiology Research Program, American Cancer Society, Atlanta, U.S.A.) a 
través del Dr. Saulis Vainauskas y Dr Anant K. Menon (Cornell University, New York, U.S.A.). Las 
células CHO transfectadas con las quimeras GFP-GPI se describen en (Ashiru et al., 2013). Las 
células CHO se mantuvieron en medio Ham’s F12 completo (Biowest), añadiendo puromicina a 8 
µg/ml como antibiótico de selección en el caso de las transfectantes.  
La línea celular U373 se describió en (Valés-Gómez et al., 2003), y junto con la línea de riñón 
embriónico humano HEK (del inglés, human embryonic kidney)-293T se cultivaron en DMEM 
(Lonza) completo. 
Las líneas de cáncer de vejiga (J82 y RT-112) fueron donadas por el Dr. Francisco Real (CNIO, 
Madrid) y genotipadas por el servicio de genómica del IIB (CSIC) utilizando StemElite ID System 
(Promega). Estas células se mantuvieron en cultivo en medio EMEM (Lonza). 
La línea K562 (eritroleucemia), utilizada como control positivo al ser diana de células NK por 
carecer de moléculas MHC y expresar ULBP1 y ULBP2, y las líneas Daudi y RPMI-8866 (ambas, 
linfoma de células B), utilizadas para el mantenimiento de los cultivos de células NK, se incubaron 
en medio RPMI-1640 (Biowest) completo. 
Las líneas metastásicas de melanoma Ma-Mel-55, Ma-Mel-86c, Ma-Mel-86f y Ma-Mel-103b 
fueron donadas por la Dra. Annette Paschen (Hospital Universitario de Essen, Alemania), en cuyo 
laboratorio se aislaron siguiendo los métodos definidos en (Zhao et al., 2016), se tipó HLA y se 
analizó la presencia de mutaciones en BRAF. Se mantuvieron en cultivo en medio RPMI-1640 
(Biowest) completo. 
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3. Células NK humanas 
3.1 Purificación de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 
Se purificaron las PBMC a partir de preparados linfocitarios (del inglés, buffy coats) de 
voluntarios sanos, obtenidos del Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid. Estos 
experimentos fueron aprobados por los comités éticos locales (Centro de transfusiones y CSIC-
UAM). La purificación se realizó mediante centrifugación en gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE 
Healthcare). Para ello, primero se diluyó la sangre 1:2 en PBS, se puso sobre el Ficoll-Paque y se 
centrifugó a temperatura ambiente durante 30 minutos a 1800 rpm y sin freno. Se recogieron las 
PBMC de la interfase entre el Ficoll y el plasma, y se lavaron en PBS 4 veces para eliminar las 
plaquetas. 
3.2 Purificación de células NK y establecimiento de líneas primarias de células NK 
A partir de las PBMC obtenidas como se describe en el apartado anterior, se aislaron las células 
NK por selección negativa siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de Miltenyi (MACS NK 
isolation kit). 
Las células NK primarias se incubaron con células Daudi y RPMI-8866, sometidas a una dosis de 
radiación gamma letal, en medio RPMI-1640 (Biowest) suplementado con 10% suero humano (HS), 
10% FBS (durante la primera semana, después 5% HS y 5% FBS), L-glutamina 2 mM, piruvato 
sódico 1 mM, aminoácidos no esenciales 0,1 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 U/ml 
(Biowest), β-mercaptoetanol (Merck) 50 µM, HEPES (Lonza) 10 mM y rhIL-2 (Peprotech) 50 U/ml.  
La composición de los cultivos primarios de células NK se comprobó semanalmente por 
citometría de flujo, y eran re-estimulados durante un mes y medio, como máximo, si el porcentaje de 
NK era mayor al 95% del cultivo.  
Los experimentos funcionales se realizaron con células NK que habían sido estimuladas con IL-2 
entre 4 y 5 días antes. Para los experimentos con células NK recién purificadas, se cultivaron durante 
16 horas en la presencia o ausencia de IL-2 (50 U/ml) tras ser aisladas por selección negativa, y se 
comprobó su estado de activación midiendo la expresión de CD69  por citometría de flujo. 
3.3 Estimulación de células NK en PBMC totales 
Para los experimentos funcionales frente a las células de melanoma se usaron células NK 
primarias no purificadas. Para ello, tras obtener las PBMC como se describe en el apartado 3.1, se 
resuspendieron en RPMI-1640 (Biowest) y se incubaron durante 1 hora en placa. Tras este paso de 
adherencia, se recuperaron las células en suspensión, se lavaron y se incubaron con células Daudi y 
RPMI-8866 irradiadas a una dosis de radiación gamma letal en el mismo medio que las células NK, 
pero en lugar de rhIL-2, con rhIL-12 (Peprotech) 10 U/ml y rhIL-18 (MBL) 25ng/ml. Tras 5-6 días 
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de cultivo, se añadió rhIL-2 a 50 IU/ml. Dos días después, se comprobó la expansión de las células 
NK por citometría de flujo usando anticuerpos específicos para CD3 y CD56, y se usaron las células 
para los experimentos funcionales. En el caso de las PBMC del paciente 86, fueron necesarias dos 
re-estimulaciones semanales, para ello se lavaron las células y se resuspendieron, junto con las 
células irradiadas, en medio con rhIL-2 (Peprotech) 50 U/ml. 
4. Citometría de flujo 
Se utilizó citometría de flujo para determinar los niveles de expresión de ciertas moléculas de 
superficie en diferentes experimentos. 
Las células adherentes se despegaron con PBS con EDTA 5 mM y 1% BSA (albúmina de suero 
bovino). 
Las células NK recuperadas de los experimentos de transferencia y, en general, todas las células 
humanas, se pre-incubaron con 10% HS para bloquear los receptores de Ig. Las células se pre-
incubaron con 10% NMS (suero de ratón) tras la incubación con anticuerpos secundarios anti-Ig de 
ratón, si posteriormente iban a ser incubadas con anticuerpos conjugados de ratón. Todos los lavados 
se realizaron con PBA (PBS con 1% BSA, 1% FBS y 0.1% de azida sódica). 
Para las tinciones, se incubaron las células con anticuerpos conjugados directamente con un 
fluorocromo o con anticuerpos primarios monoclonales de ratón específicos para cada molécula de 
interés, utilizando siempre controles de isotipo. Estos anticuerpos se incubaron 40 minutos a 4⁰C. En 
el caso de la utilización de un anticuerpo primario, esta incubación fue seguida de la incubación con 
un anticuerpo secundario marcado en FITC o PE (fragmentos F(ab’)2 de cabra anti-Ig de ratón, de 
DakoCytomation), a 5-10 µg/ml, durante 30 minutos a 4⁰C. Cuando las incubaciones se realizaron 
con anticuerpos marcados con fluorocromos, la incubación se realizó en oscuridad. Para los 
experimentos en los que era necesario excluir las células muertas, se añadió a las tinciones yoduro de 
propidio o 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Beckman Coulter), ambos reactivos se intercalan en los 
ácidos nucleicos de doble hebra.  
Para la digestión con fosfoinosítido fosfolipasa C, PI-PLC (del inglés, phosphoinositide-specific 
phospholipase C) (Invitrogen), las células se lavaron en PBS y se resuspendieron en un tampón 
(Tris-HCl 10mM, NaCl 150mM pH 7.4) con PI-PLC (0,1 unidades enzimáticas/10
5
 células). Tras 30 
minutos a 37 ⁰C, se paró el tratamiento lavando las células con PBS con 1% BSA y 0.1% de azida 
sódica. 
Cuando las tinciones se realizaron con la construcción NKG2D-Fc, preparada como se describe 
en (Valés-Gómez et al., 2003), se usó como control negativo Fc humana. Las células se incubaron 45 
minutos a 4⁰C y posteriormente se utilizó anticuerpo de cabra frente IgG humano marcado en PE 
(Immunotech) como anticuerpo secundario. 
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Los anticuerpos monoclonales de ratón utilizados para citometría de flujo han sido: 
Molécula que reconoce Clon Procedencia 
CD3 T3d 
Prof J.L. Strominger (Harvard 
University) 
CD56 #301040 R&D 
CD112/Nectina2 B-C12 Santa Cruz Biotechnology 
CD155/PVR D171 Abcam 
FLAG M2 Sigma 
GFP 7.1+13.1 Roche 
MHC-I HP-1F7 
Dr. Miguel López-Botet 
(Universidad Pompeu Fabra) 
(Pérez-Villar et al., 1997) 
MICA 1H10 (Valés-Gómez et al., 2006) 
NKG2D 149810 R&D 
ULBP1 170818 R&D 
ULBP2/5/6 165903 R&D 
ULBP3 166510 R&D 
Isotipo (IgG1 ratón) MOPC-21 Sigma 
.Los anticuerpos conjugados utilizados para citometría de flujo han sido: 
Molécula que reconoce Fluorocromo Clon Procedencia 
CD3 FITC OKT3 Biolegend 
CD8 FITC UCHT-4 ImmunoTools 
CD56 PE HCD56 Biolegend 
CD69 PC7 FN50 Biolegend 
CD155 FITC SKII.4 Santa Cruz Biotechnology 
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Molécula que reconoce Fluorocromo Clon Procedencia 
CD158a/KIR2DL1 PE EB6  Beckman Coulter 
CD158b/KIR2DL2/3 PE GL183  Beckman Coulter 
LAMP1/CD107a APC H4A3 Biolegend 
MICA PE 159227 R&D 
NKG2A PE Z199 Biolegend 
ULBP2/5/6 PE 165903 R&D 
ULBP3 PE 166510 R&D 
IgG1 de ratón FITC  DakoCytomation 
IgG1 de ratón PE  DakoCytomation 
  
Las muestran se analizaron usando los citómetros de flujo: BD FACSCalibur (Becton Dickinson), 
Gallios Flow Cytometer o Cytomics FC 500 (Beckman Coulter). Para analizar los experimentos de 
citometría de flujo se usaron los softwares Summit, Kaluza (Beckman Coulter) o FlowJo (Tree Star, 
Inc). 
5. Biotinilación de proteínas en la superficie celular 
Se lavaron 20 millones de células 4 veces con PBS-CaMg (PBS con CaCl2 0,1 mM y MgCl2 1 
mM) a 4⁰C. Para el marcaje con biotina en superficie, se incubaron con sulfo-NHS-LC-biotina 
[hexonoato de sulfosuccinimidil-6-(biotinamido)] a una concentración 0,25 mg/ml en PBS-CaMg 
durante 30 minutos a 4⁰C. Tras un lavado de las células con PBS que contenía 0,5% BSA y 3 
lavados más con PBS-CaMg, se recogieron las células de las placas. Se procedió a la lisis de las 
células y la posterior inmunoprecipitación con anti-MICA (1H10 (Valés-Gómez et al., 2006)) como 
se describe en el apartado 6. 
6. Inmunoprecipitación 
Para la inmunoprecipitación de NKG2D, se lisaron 20 millones de células NK que habían sido 
co-incubadas con células CHO o células CHO-ULBP3. También se realizaron 
inmunoprecipitaciones mezclando lisados de células NK con lisados de células CHO-ULBP3 (6%, 
en la misma proporción que podría encontrarse tras recoger las células NK tras el co-cultivo).  
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El tampón de lisis utilizado fue 0,5% de Triton X-100 en tampón TNE (Tris 50 mM, pH 7,6, 
NaCl 150 mM, EDTA 5mM) con inhibidores de proteasas (pepstatina A 1 µM y leupeptina 1 µM) 
durante 30 minutos a 4⁰C. Los núcleos se eliminaron centrifugando los lisados celulares a 13000 xg. 
Tras preaclarar con Pansorbin (Calbiochem), los lisados se dividieron para inmunoprecipitar con el 
anticuerpo de interés: anti-NKG2D (clon 5C6, de eBioscience) o con el correspondiente control de 
isotipo, MOPC. Posteriormente se incubaron con bolitas de sefarosa acopladas a proteína G durante 
16 horas a 4⁰C, previamente lavadas y resuspendidas en tampón de lisis. Tras lavar las muestras 3 
veces con tampón de lisis se procedió a su análisis mediante Western blot.   
7. Análisis de expresión proteica por inmunodetección (Western blot) 
7.1 Preparación de los extractos celulares 
Las células adherentes se levantaron de las placas utilizando PBS con EDTA 5 mM y 1% BSA. 
Las células CHO-MICA*008, CHO-MICA*019 y las líneas de melanoma se lisaron en 1% NP40 
en tampón TNE (Tris 50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, EDTA 5mM) con inhibidores de proteasas 
(pepstatina A 1 µM y leupeptina 1 µM). En el caso de los experiemntos de co-inmunoprecipitación, 
las células biotiniladas se lisaron con tampón de lisis que contenía HEPES 50mM, pH 7,6, CaCl2 
5mM, yodoacetamida 5mM, 1% digitonina con inhibidores de proteasas (pepstatina A 1 µM y 
leupeptina 1 µM). Para obtener los lisados, las células se incubaron durante 30 minutos a 4⁰C en el 
tampón correspondiente. Los núcleos se eliminaron centrifugando los lisados celulares a 13000 xg. 
En algunos experimentos, las muestras se trataron con endoglicosidasa F (New England Biolabs) 
siguiendo instrucciones del fabricante. 
La concentración de proteínas se midió por el método Bradford (Coomassie Plus
TM
 Protein Assay 
Reagent, Thermo Scientific), usando BSA como proteína patrón. En el caso de los lisados se 
cargaron 30 µg, y 6,8 x 10
9
 partículas en el caso de los exosomas. 
7.2 Western blot 
Las muestran se desnaturalizaron a 95⁰C en tampón de carga 2 x (Tris 125 mM pH 6,8, 4% SDS, 
20% glicerol y azul bromofenol) con o sin DTT 100 mM (según se realizara en condiciones 
reductoras o no reductoras). Para el análisis de la expresión de proteínas se realizó 
electroforesis en geles de poliacrilamida (10-12%) con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). El 
tampón de electroforesis utilizado fue: glicina 195 mM, Tris 24,8 mM, 0,1% SDS. Posteriormente, 
las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P. Millipore) usando un sistema 
semi-seco o el tradicional sistema húmedo (BioRad) en tampón de transferencia (Tris 25 mM, 
Glicina 192 mM, 20% metanol). Las membranas se bloquearon con PBS con 0,05% Tween-20 
(PBS-T) y 5% leche en polvo libre de grasa durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar la 
membrana con PBS-T se incubó con el anticuerpo primario apropiado diluido en PBS-T 16 horas a 
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4⁰C. Tras varios lavados se incubaron con anticuerpos secundarios o estreptavidina, conjugados a 
HRP (del inglés, Horseradish Peroxidase) durante 1 hora a temperatura ambiente en PBS-T. Las 
incubaciones de algunos anticuerpos se hicieron en tampones diferentes: el anticuerpo para tirosinasa 
con Signal Booster (Beacle, Inc.); los anticuerpos para MelanA y MICA de cabra con PBS-T con 5% 
leche en polvo libre de grasa; y los anticuerpos para GAPDH, ERK y p-ERK con PBS-T con 5% 
BSA. Tras lavar las membranas, se visualizaron con el sistema de detección mediante 
quimioluminiscencia ECL (GE Healthcare) usando películas de rayos X (Konica Minolta). 
Los anticuerpos primarios utilizados para Western blot son: 
Anticuerpo Origen Procedencia Dilución Referencia 
Anti-β actina Ratón Sigma 1:10000 A5441 
Anti-caveolina Policlonal de conejo BD Bioscience 1:20000 610059 
Anti-CD9 Ratón MEM-9 
Donado por Vaclav Horejsi 
(República Checa) 
1:1000 MEM-9 
Anti-CD63 Ratón MEM-63 
Donado por Vaclav Horejsi 
(Républica Checa) 
1:1000 MEM-63 
Anti-CD81 Ratón MEM-81 
Donado por Vaclav Horejsi 
(Républica Checa) 
1:1000 MEM-81 
Anti-ERK Conejo Cell signalling 1:2500 #9102 
Anti-GAPDH Conejo Cell signalling 1:5000 14C10 
Anti-MICA Policlonal de cabra R&D 1:500 AF1300 
Anti-MICA biotinilado Policlonal de cabra R&D 1:500 BAF1300 
Anti-MelanA Ratón Zytomed 1:1000 M2-7C10 
Anti-NKG2D Ratón Clon 1D11 Santa Cruz Biotechnology 1:500 SC-23869 
Anti-p-ERK Conejo Cell signalling 1:5000 #4376 
Anti-Tirosinasa Ratón Santa Cruz Biotechnology 1:1000 T311 
Anti-ULBP3 biotinilado Policlonal de cabra R&D 1:500 BAF1517 
Los anticuerpos secundarios utilizados fueron HRP-estreptavidina (Biolegend, referencia 
405210), o anticuerpos de cabra HRP-anti-Ig de ratón (Dako, referencia R0480), anticuerpos de 
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burro HRP-anti-Ig de cabra (Santa Cruz Biotechnology, referencia SC-2020) y anticuerpos de cabra 
HRP-anti-Ig de conejo (Cell signalling, referencia #7074), todos ellos se utilizaron a una dilución 
1:5000. 
8. Fraccionamiento de regiones de membranas resistentes a detergentes 
(DRM) 
Las células se lisaron en tampón TNE con 1% Brij-58 e inhibidores de proteasas durante 30 
minutos a 4 ⁰C y se homogeneizaron utilizando un homogeneizador Dounce. Las muestras se 
diluyeron en un volumen de sacarosa al 85% en TNE, y se colocó al fondo de un gradiente 
discontinuo de sacarosa, formado por sacarosa al 30% y al 5%. El fraccionamiento se realizó por 
ultracentrifugación durante 18-20 horas a 200.000 x g. Se recogieron fracciones de 1 ml desde arriba 
hasta el fondo del gradiente. Se añadió deoxicolato de sodio (DOC) a una concentración final del 
0,2% a cada fracción y se analizaron por Western blot. 
9. Aislamiento de exosomas 
Los exosomas se aislaron mediante centrifugaciones seriadas. En el caso de los exosomas 
purificados de líneas celulares, las células adherentes se lavaron con PBS y se cultivaron durante 24 
horas, ó 48 horas en el caso de los tratamientos con vemurafenib, en medio con 1% FBS libre de 
exosomas (centrifugado a 100000 xg 16 horas). El sobrenadante de los cultivos celulares se 
centrifugó a 4⁰C de manera secuencial a 200 xg, 2 centrifugaciones a 500 xg durante 10 minutos, 
después 30 minutos a 10.000 xg y 2 horas a 100.000 xg (Beckman instruments). Los pellets se 
solubilizaron en tampón de carga y se analizaron por Western blot. En paralelo también se 
recuperaron las células de los cultivos para analizarlas por Western blot. En el caso de los exosomas 
aislados de líneas de melanoma, se resuspendieron en tampón HEPES salino (HEPES 10 mM pH 
7,2, NaCl 150 mM). Los sobrenadantes se recuperaron para analizar las proteínas solubles por 
ELISA. En paralelo también se recuperaron las células de los cultivos para analizarlas por Western 
blot. En algunos casos para su liofilización, se añadió sacarosa a una concentración final del 8%, se 
congelaron inmediatamente a −80°C y se liofilizaron usando el liofilizador Flexi-Dry (FTS Systems). 
La concentración de exosomas se determinó utilizando NanoSight NS500 (Malvern Instruments 
Ltd), basado en tecnología NTA (del inglés, Nanoparticle Tracking Analysis). El análisis se realizó 
con el software NTA 3.1 (Malvern). Estos experimentos se realizaron en el laboratorio del Dr. 
Héctor Peinado (CNIO). 
Para el estudio de los exosomas de pacientes, se utilizaron sueros de 4 pacientes donados por la 
Dra. Annette Paschen (Hospital Universitario de Essen, Alemania), de 2 de ellos se analizaron 3 
muestras: antes del tratamiento con vemurafenib, tras 3 meses de tratamiento y en el final del 
tratamiento. Y de los otros 2 pacientes, se analizaron 2 muestras: antes del tratamiento con 
vemurafenib y tras 3 meses de tratamiento. Se partió de 500 l de suero y se siguió el mismo 
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protocolo de centrifugación seriada. Se resuspendieron en 300 l de HEPES salino y se midieron por 
tecnología NTA con ZetaView (Particlemetrix). Estos experimentos se realizaron en el laboratorio 
del Dr. Bernd Giebel (Hospital Universitario de Essen, Alemania). 
10. Experimentos de co-cultivo para el análisis de transferencia de ligandos de 
NKG2D 
Las células diana utilizadas para los co-cultivos se plaquearon el día anterior al experimento para 
que alcanzaran confluencia. En el momento del co-cultivo se añadieron las células NK en una ratio 
célula efectora:célula diana (E:T) de 1:3. Ambos tipos celulares se co-incubaron durante distintos 
tiempos, según se indica en cada experimento (desde 5 minutos a 16 horas) en RPMI-1640 (Biowest) 
suplementado con  5% HS y 5% FBS, L-glutamina 2 mM, piruvato sódico 1 mM, aminoácidos no 
esenciales 0,1 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 U/ml (Biowest), β-mercaptoetanol 
(Merck) 50 µM y HEPES (Lonza) 10mM. 
Tras el tiempo de co-incubación, las células NK se recuperaron del sobrenadante del co-cultivo y 
se utilizaron para los distintos experimentos: 
 Para los experimentos de transwell, se utilizaron placas con soportes permeables transwell 
(Corning), cuyas membranas tenían un poro con un diámetro de 0,4 μm. Las células NK se 
incubaron en la cámara superior, separadas por estas membranas semi-permeables, de las 
células diana que se encontraban en la cámara inferior. 
 Para la digestión con PI-PLC (Invitrogen), las células NK se lavaron en PBS y se 
resuspendieron en un tampón que contenía Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,4 con PI-PLC 
(0,1 unidades enzimáticas/10
5
 células). Tras 30 minutos a 37 ⁰C, se paró el tratamiento lavando 
las células con PBS con 1% BSA y 0,1% de azida sódica.  
 Para los tratamientos con lavado ácido, las células NK se lavaron dos veces con PBS tras el co-
cultivo y se resuspendieron en tampón de citrato (ácido cítrico 0,133 M y Na2HPO4 0,066 M pH 
3,3). Tras 4 minutos a temperatura ambiente, el tratamiento se detuvo añadiendo PBS con 5% 
FBS a la suspensión celular. Posteriormente, se lavaron las células. Como control positivo de 
tratamiento, se utilizó la pérdida de unión del anticuerpo específico que reconoce MHC-I 
humano dependiente de conformación (HP-1F7) (Pérez-Villar et al., 1997), y del anticuerpo 
frente a NKG2D. Se comprobó la viabilidad de las células tras el lavado ácido por citometría de 
flujo mediante la tinción con yoduro de propidio.  
 En los experimentos en los que se usó BB94 (Batimastat,  de Tocris Bioscience), se incubaron 
las células diana con este inhibidor, a una concentración 5µM, 2 horas antes y durante la co-
incubación.  
 Para los experimentos de bloqueo de NKG2D, se utilizó el clon 149810 (R&D systems) a 5 
μg/ml durante 20 min a temperatura ambiente.   
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 En experimentos de co-cultivo con linfocitos T como células efectoras, se utilizaron poblaciones 
policlonales de células T CD3
+ 
cultivadas con el mismo medio de crecimiento que los cultivos 
de células NK. 
11. Análisis de la liberación de gránulos líticos y citotoxicidad en los 
experimentos de transferencia 
Las células NK se co-incubaron con células diana durante 2 horas con una ratio E:T de 1:3 y se 
analizó la expresión superficial de LAMP1 (CD107a) por citometría de flujo. Esta molécula se usa 
como marcador de liberación de gránulos líticos porque se encuentra en la cara interna de su 
membrana, y una vez que la célula libera estos gránulos, se queda expuesta sobre la superficie de la 
célula NK. 
Para los experimentos de citotoxicidad, las células NK que habían estado en co-cultivo con 
células diana o con medio (para analizar la muerte espontánea), se marcaron con PKH2 0,2 µM y tras 
varios lavados para eliminar el excedente de colorante, se usaron como células diana. Como células 
efectoras, se usaron células NK autólogas a una ratio E:T, 3:1. En experimentos funcionales, se 
usaron K562 como controles positivos de células diana. La muerte celular se analizó con la sonda de 
muerte celular 7-AAD (Beckman Coulter). 
12. Separación de células NK mediante citómetro de flujo separador para 
experimentos de retransferencia 
Las células NK recuperadas del co-cultivo con células CHO-ULBP3, se resuspendieron en PBS 
con EDTA 5 mM y se separaron, en base a parámetros de tamaño y complejidad, de células CHO-
ULBP3 residuales, utilizando un citómetro de flujo separador de alta velocidad (HIPERSORT 
MoFlow XDP, Beckman Coulter), con el apoyo del servicio de citometría de flujo del Centro 
Nacional de Biotecnología (CNB). 
Posteriormente, las células NK recuperadas se usaron como células diana con células NK 
autólogas, que se habían marcado previamente con el colorante CellTrace
TM
 Violet Cell Proliferation 
Kit (Molecular Probes) a una concentración 2 µM, en una ratio E:T de 1:5 durante 1 hora. La 
expresión de ULBP3 se analizó por citometría de flujo en las células NK efectoras y diana, tanto 
antes como después de su co-cultivo. 
13. Tipaje de MICA en líneas de melanoma 
Para tipar MICA en las líneas de melanoma se extrajo el ADN genómico de las células y se 
realizó una PCR descrita en (Zou y Stastny, 2012) usando el cebador de MICA 3’ acoplado al 
fluoróforo FAM (6-carboxifluoresceína). Los fragmentos se analizaron en la unidad de genómica de 
la Universidad Complutense de Madrid y, se estudió su tamaño utilizando el software Peak Scanner 
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v1.0 (Appliedbyosistems), de tal manera que se podía determinar el número de repeticiones del 
trinucleótido GCT en función del tamaño, y así el grupo de alelos de MICA al que pertenecía.   
14. Ensayo MTT y xCELLigence 
Para los ensayos de proliferación usando MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol), se plaquearon 3000 células en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Tras 16 
horas, se añadió el correspondiente tratamiento durante 24 ó 48 horas. Después de la incubación, se 
eliminaron los sobrenadantes y se añadió la disolución MTT (20% de medio RPMI completo, 70% 
PBS, 10% MTT a 5mg/ml en PBS). Tras 4 horas de incubación a 37 ⁰C, se eliminó el sobrenadante y 
se añadió DMSO. Para la lectura, en el caso de los ensayos con vemurafenib se utilizó una OD de 
554 nm en TECAN Infinite M200 (Life Sciences), y en el caso de los tratamientos en combinación 
se utilizó una OD de 570 nm en Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Filter-based Microplate 
Photometer (Thermo Fisher Scientific), usando como referencia la medida a 690 nm. Se realizaron 4 
réplicas por condición y línea celular. 
Los experimentos de proliferación usando el sistema xCELLigence ® RTCA DP (Acea 
Bioscience) se realizaron plaqueando 5000 células en placas de 16 pocillos (E plates). El medio de 
cultivo se usó como blanco. Tras 16 horas, se añadió vemurafenib o DMSO como control. Se 
realizaron 4 réplicas por condición y línea celular. Los datos fueron analizados y normalizados al 
tiempo de tratamiento con el software RTCA 2.0 (Acea Bioscience). 
15. Ensayos de muerte en células de melanoma 
La muerte celular se midió utilizando la sonda de viabilidad 7-amino-actinomicina D (7-AAD) 
(Beckman Coulter) y anexina V, que se une a la fosfatidilserina que queda expuesta en la superficie 
celular en los procesos apoptóticos. Para ello, tras los tratamientos con vemurafenib o DMSO como 
control, se recogieron tanto las células como los sobrenadantes de los cultivos. Se lavaron con PBA y 
se incubaron durante 15 minutos a 4⁰C y en oscuridad con 5 µl de anexina V-PE (Immunostep) y 20 
µl de 7-AAD en 100 µl de tampón de unión de anexina (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. A continuación se analizaron por citometría de flujo. 
16. Análisis de liberación de gránulos líticos frente a células de melanoma 
Las PBMC se co-incubaron durante 2 horas con células diana en una ratio E:T de 1 célula NK:2 
células diana. Para que esta ratio fuera exacta, se midió el porcentaje de células NK en los cultivos de 
PBMC por citometría de flujo. Además, se plaquearon las células diana por duplicado para poder 
contarlas antes del ensayo (ya que el tratamiento afecta al número de células). Se analizó la 
expresión superficial de LAMP1 (CD107a) por citometría de flujo. Esta molécula se usa como 
marcador de liberación de gránulos líticos porque se encuentra en la cara interna de su membrana, y 
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una vez que la célula libera estos gránulos, se queda expuesta sobre la superficie de la célula NK. Se 
usaron células K562 como control positivo. La liberación de gránulos basal se midió utilizando las 
células efectoras solas como control negativo. Cuando se usaron como efectoras PBMC heterólogas, 
las células diana se pre-incubaron 30 minutos a temperatura ambiente con 10 µg/ml de anticuerpo 
anti-MHC-I (HP1F7), con el fin de eliminar la variación entre donantes debida a la posible 
inhibición por MHC-I en algunos casos. 
Para las degranulaciones con las PBMC del paciente 86, los ensayos se realizaron durante 3 
horas, poniendo el anticuerpo frente a LAMP1 durante la co-incubación, y 1 hora después se añadió 
monensina a una concentración final de 2,5 µM, para bloquear el tráfico vesicular e impedir de esta 
manera la internalización de LAMP1. 
17. Microscopía electrónica de transmisión 
Los exosomas liofilizados se reconstituyeron y diluyeron 1:20 en PBS. La preparación de la 
muestra se realizó en el Servicio de Microscopía Electrónica del Centro Nacional de Biotecnología 
(Madrid). Se puso sobre una gota de muestra, una rejilla cubierta de carbono Formvar EV durante un 
minuto. La rejilla se lavó con agua desionizada y se puso sobre una gota de acetato de uranilo al 2%. 
Las muestras se examinaron en el microscopio electrónico Jeol JEM 1011 a 100kV con una cámara 
CCD Gatan Erlangshen ES1000W. 
18. Detección de ligandos de NKG2D solubles mediante ELISA 
Todas las diluciones se realizaron en tampón de borato salino, BBS (del inglés, Borate Buffered 
Saline). Los lavados tras las incubaciones se realizaron con BBS con 0,05% de Tween-20. Las placas 
de ELISA se tapizaron con los anticuerpos de captura: anticuerpo monoclonal anti-MICA (1H10) 
(Valés-Gómez et al., 2006) a 10 μg/ml, o los anticuerpos policlonales de cabra anti- ULBP1, -2/5/6 
(en ELISA sólo reconoce 10% de ULBP5), o -3 humanos (R&D system) a 4 μg/ml, durante 16 horas 
a 4 °C. Después se bloquearon con BBS suplementado con 2% BSA durante 2 horas a 37 °C. 
Posteriormente, se añadieron las muestras en duplicados y se incubaron 1 hora a 37 °C, sin diluir en 
el caso de las células de melanoma, o en diluciones seriadas en las muestras de los controles 
positivos. Como blancos se añadieron cuatro réplicas del tampón BBS por cada una de las 
combinaciones de anticuerpo. A continuación, se usaron como anticuerpos de detección, anticuerpos 
de cabra anti-MICA o anti- ULBP1, -2, y -3 humano biotinilados (R&D Systems) a 0,4 µg/ml 
durante 1 hora a 37°C, seguido de HRP-estreptavidina (BioLegend) a 0,25 µg/ml durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Para el revelado se utilizó como sustrato de la peroxidasa, ABTS (Roche 
Applied Science). La absorbancia se midió a 405 nm usando como medida referencia 492 nm en 
Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Filter-based Microplate Photometer (Thermo Fisher 
Scientific).  
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Las concentraciones de proteína soluble se calcularon a partir de las curvas de calibrado con 
concentraciones conocidas de proteína quimérica ULBP2-Fc recombinante humana (R&D Systems). 
Las medidas se consideraron positivas cuando eran mayores a la media de los valores del blanco más 
3 veces la desviación estándar de los blancos. Para los controles positivos se utilizaron sobrenadantes 
de células CHO transfectadas con los ligandos de NKG2D. 
19. Análisis estadístico 
Los datos se presentan como la media ±error estándar o el error estándar de la media, según se 
indica en los pies de figura. El análisis de las diferencias estadísticamente significativas se evaluaron 
con la prueba t de Student,para muestras relacionadas si no se indica en el pie de figura lo contrario, 
usando el software GraphPad Prism 5. Las diferencias se consideran significativas cuando  el p-valor 
< 0,05. El p-valor se indica en las figuras como: n.s. no significativo, * p<0,05, ** p<0,01, *** 
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La regulación de los ligandos de NKG2D (NKG2D-L) es de gran relevancia debido, por un lado, 
a su expresión específica en situaciones patológicas, tales como infecciones víricas y bacterianas, 
autoinmunidad y cáncer. Por otro lado, a que se pueden encontrar en diferentes compartimentos 
celulares, como la membrana plasmática, o pueden ser liberados al medio extracelular a través de 
vesículas extracelulares, o como moléculas solubles por la acción de metaloproteasas. Como 
consecuencia de sus distintas localizaciones, los NKG2D-L van a modular la activación del receptor 
NKG2D de manera diferente: el reconocimiento del ligando en la membrana de una célula diana 
conlleva la activación del receptor, mientras que las formas solubles de estos ligandos inducen la 
internalización del mismo.  
Para dilucidar distintos aspectos de la biología de los NKG2D-L importantes para la modulación 
de la respuesta de las células NK, se estudiaron los siguientes aspectos: 
1. Las características bioquímicas específicas del NKG2D-L, MICA, que afectan a su liberación en 
exosomas.   
2. La comunicación intercelular mediada por la transferencia de los NKG2D-L tras la sinapsis 
inmunológica desde la célula diana a la célula NK y sus implicaciones funcionales.  
3. El efecto de terapias antitumorales en la expresión y liberación de NKG2D-L, y en su capacidad 
de modular la respuesta inmunológica, utilizando como modelo células metastásicas de 
melanoma.  
1. Estudio bioquímico del ligando MICA*008 y su reclutamiento a exosomas 
Como ya se ha descrito, los NKG2D-L pueden ser liberados al medio extracelular, dependiendo 
de cada ligando, por dos mecanismos: incluidos en exosomas o como proteínas solubles por la 
acción de metaloproteasas. El reconocimiento de estos ligandos en exosomas o solubles no provoca 
el mismo efecto que cuando son reconocidos en la superficie de una célula diana, ya que, en lugar de 
activar a la célula NK, se produce la internalización de NKG2D, con la consecuente reducción en su 
respuesta citotóxica. Además, es importante tener en cuenta que en los exosomas, los ligandos están 
siendo liberados de manera multimérica y su efecto en la internalización del receptor es más potente 
que aquellos ligandos que se secretan de manera soluble por la acción de metaloproteasas (Boutet et 
al., 2009; Kaiser et al., 2007; Waldhauer et al., 2008).  Esta diferencia en la modulación de la 
respuesta de las células NK, hace que sea de gran importancia el estudio de los factores que hacen 
que estos ligandos se recluten a exosomas.  
El NKG2D-L, MICA, es altamente polimórfico en su región transmembrana debido a la 
repetición de un trinucleótido que da lugar a la inserción de entre 4 y 9 residuos de alanina. Otro 
grupo de alelos conocidos como MICA A5.1 cuentan en su secuencia con la inserción de un solo 
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Figura 4. Análisis y Western blot de los productos del alelo MICA*008. (A) Estructura y secuencia de aminoácidos 
del  extremo C-terminal de MICA*019 y MICA*008. Las secuencias se muestran desde el final de la región 
extracelular. La región transmembrana propuesta se encuentra marcada con un rectángulo negro. Se marca en gris el 
primer aminoácido distinto en la secuencia de MICA*008, debido a la inserción de un nucleótido que resulta en el 
cambio en la fase de lectura. Sólo se muestra parte de la cola citoplasmática de MICA*019 y con un asterisco se indica 
el final de la proteína truncada MICA*008. (B) Lisados de células CHO transfectadas con MICA*019 o MICA*008 se 
analizaron por Western blot tras digestión con endoglicosidasa F (Endo F). Se muestra un experimento representativo 
de tres. La banda de MICA*019 se marca con una flecha negra, las de MICA*008, con flecha gris la banda de ̴34 kDa y 
con punta de flecha gris, la banda de  ̴ 37kDa. Se indica el peso de los marcadores de peso molecular en kDa. 
nucleótido, lo que provoca un cambio en la fase de lectura y la expresión de una proteína truncada 
(Ota et al., 1997). Entre los alelos que pertenecen a este último grupo, se encuentra MICA*008. En 
datos previos del laboratorio se observó que el alelo MICA*008, se reclutaba específicamente a 
regiones de la membrana ricas en esfingolípidos y colesterol [DRM (del inglés, detergent-resistant 
membranes)] y se liberaba en exosomas. Además, se observó que su región transmembrana y 
citoplasmática era clave para este reclutamiento (Ashiru et al., 2010). 
Por todo esto, fue de gran interés investigar qué características bioquímicas de MICA*008, 
relacionadas con su diferente estructura, determinan su reclutamiento a exosomas. 
1.1 MICA*008 se ancla a la membrana mediante GPI  
Para comenzar con el estudio bioquímico de este alelo de MICA, se estudiaron en paralelo los 
alelos MICA*019 y MICA*008, pertenecientes a los grupos de MICA A5 y A5.1, respectivamente. 
Ambas proteínas son casi idénticas en su dominio extracelular, pero muy diferentes en su región C-
terminal [(Ashiru et al., 2010) y Figura 4A]. Con el fin de estudiar las diferencias entre ambas 
proteínas, se usaron células CHO transfectadas con ambos alelos de MICA y se analizaron por 
Western blot. Las muestras se digirieron con endoglicosidasa F (Endo F), enzima que corta los N-
oligosacáridos, ya que MICA es una proteína muy glicosilada. De esta manera, se observó que 
MICA*008 migraba como dos bandas de  ̴ 34 kDa y  ̴ 37kDa (flecha y punta de flecha grises), 
mientras que MICA*019 se encuentra como una sola banda (flecha negra) de mayor peso molecular 
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Las diferencias en el peso molecular de ambas proteínas concuerdan con sus respectivas 
secuencias de aminoácidos, sin embargo, el hecho de que MICA*008 tras la digestión con 
endoglicosidasa F se detecte como dos bandas podría deberse a que una de ellas fuese un producto de 
proteólisis, o a que tuviera alguna modificación post-traduccional, como ubiquitilación, acilación u 
otro tipo de modificación, que afecte a su carga y que cambie su migración. Debido a que una de las 
modificaciones presente en muchos NKG2D-L es la sustitución de una región transmembrana corta 
por un anclaje tipo GPI (Cosman et al., 2001), se decidió comprobar si esto también ocurría en 
MICA*008. Para ello, se comparó MICA*008 transfectado de manera estable en células CHO 
parentales con una línea deficiente en la síntesis del anclaje GPI, CHO G9-PLAP-0.85 (ΔGPI) 
(Stevens et al., 1996). Tras la digestión con endoglicosidasa F y el análisis de MICA por Western 
blot, se observó que la banda de  ̴ 34 kDa no se encontraba en los lisados de las células deficientes en 




Asimismo, para comprobar si las distintas bandas de MICA*008 se encontraban en la membrana 
plasmática, las dos líneas celulares usadas en el experimento anterior, junto con células CHO 
transfectadas con MICA*019 se biotinilaron en superficie y se lisaron. Tras esto, se inmunoprecipitó 
MICA, se digirió con endoglicosidasa F y se analizó por Western blot, tanto MICA en superficie 
(revelando con estreptavidina) como el MICA total (revelando con un anticuerpo anti-MICA). Como 
Figura 5. Análisis de la localización y el tipo de anclaje de los productos del alelo MICA*008 por Western blot. 
(A) Se transfectaron células CHO con MICA*008, en la línea parental (P) o la G9-PLAP-0.85 deficiente en GPI 
(ΔGPI). Los lisados se digirieron con Endo F y se analizó la expresión de MICA por Western blot. (B) Células CHO 
parentales (P) transfectadas con MICA*008 (008) o MICA*019 (019) y células CHO G9-PLAP-0.85 deficientes en 
GPI (ΔGPI)  transfectadas con MICA*008 se marcaron con biotina en su superficie, se lisaron y se inmunoprecipitó 
(IP) con isotipo o anticuerpo anti-MICA. Las muestras se digirieron con endoglicosidasa F, y se analizó por Western 
blot (WB) la proteína MICA biotinilada superficial al revelar con estreptavidina (panel izquierdo); y la proteína total, 
revelando con un anticuerpo policlonal anti-MICA (panel derecho). Las bandas de MICA pertenecientes a MICA*019 
se identifican con una flecha negra, la de MICA*008 anclada a membrana con flecha gris, y la de MICA*008 soluble 
con punta de flecha gris.Las bandas de más de 50 kDa no son específicas, ya que también se detectaron en control de 
immunoprecipitación con el isotipo. Se muestra un experimento representativo de tres. Se indica el peso de los 
marcadores de peso molecular en kDa. 
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Figura 6. Análisis por citometría de flujo del anclaje GPI de MICA*008 mediante digestión con PI-PLC (A) 
Células CHO transfectadas con los ligandos de NKG2D indicados, se sometieron a digestión con PI-PLC o con el 
buffer de la enzima como control negativo y se analizaron por citometría de flujo. Se representa la intensidad media de 
fluorescencia (MFI). En el recuadro se muestra los niveles de MICA*008 en el sobrenadante libre de células 
precipitado con TCA y analizado por Western blot tras el tratamiento con PI-PLC, así como el control negativo de 
tratamiento. (B) Análisis estadístico del porcentaje de MICA que permanece en la membrana plasmática tras la 
digestión con PI-PLC. Se representa la intensidad media de fluorescencia de MICA*008 y MICA*019 tras la digestión 
con PI-PLC relativizada al control sin digerir (**p<0,01). (C) Se analizaron por citometría de flujo las células HEK-
293T (homocigotas para MICA*008) digeridas con PI-PLC. El número sobre cada pico indica la MFI de MICA*008. 
Los experimentos se repitieron entre 3 y 5 veces. 
se puede observar en la Figura 5B, de nuevo en la fracción total de MICA*008 se encontraron las 
dos bandas, pero sólo la banda de ̴ 37kDa en las células deficientes para GPI. Además, cuando se 
analizan los resultados de MICA en superficie, sólo se encuentra la banda de  ̴34kDa en las células 
CHO parentales, indicando que se trata de una proteína anclada a la membrana plasmática, y que 
además lo hace a través de un GPI, ya que no se encuentra en las células deficientes en este tipo de 
anclaje. 
Además de demostrar el anclaje GPI de MICA*008 por Western blot, también se hicieron 
experimentos usando citometría de flujo, tratando las células CHO transfectadas con MICA*008 con 
la enzima PI-PLC (del inglés, phosphoinositide-specific phospholipase C) que corta específicamente 
enlaces fosfatidil-inositol, como el que contiene GPI. En las Figuras 6A y B se observa que los 
niveles de expresión de MICA*008 en la superficie celular se reducen tras la digestión con PI-PLC, 
indicando que la proteína se une por anclaje GPI. Además también se comprobó la liberación de 
MICA*008 con PI-PLC analizando el aumento de MICA*008 soluble en los sobrenadantes tras la 
digestión. Como controles positivos del tratamiento con PI-PLC se utilizaron células CHO 
transfectadas con los NKG2D-L anclados por GPI, ULBP1, ULBP2 y ULBP3, y como control 
negativo la proteína transmembrana, MICA*019. Este resultado también se obtuvo con células que 
expresaban de manera endógena MICA*008 (Figura 6C). Sin embargo, se puede observar que el 
40% de MICA*008 fue resistente a la digestión con PI-PLC (Figura 6B). 
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Todos estos datos demuestran que MICA*008 presenta dos formas bioquímicas: una que se 
encuentra en la membrana plasmática mediante un anclaje GPI y otra no anclada (para más 
información sobre esta forma, ver en Anexos (Ashiru et al., 2013)). 
1.2 El anclaje GPI de MICA*008 es necesario para su reclutamiento a DRM y 
exosomas 
Datos previos del laboratorio demostraron que MICA*008, se reclutaba específicamente a 
regiones de la membrana llamadas DRM, enriquecidas en esfingolípidos y colesterol, y se liberaba 
en exosomas, siendo responsable su diferente estructura en las regiones transmembrana y 
citoplasmática (Ashiru et al., 2010). Otras proteínas GPI también se asocian a DRM y se liberan en 
exosomas (revisado en López-Cobo et al., 2016). 
Tras observar que MICA*008 se encontraba anclada en la membrana mediante GPI, se decidió 
estudiar el papel de este anclaje en el reclutamiento tanto a DRM como a exosomas. Para ello, se 
volvieron a utilizar como herramientas, tanto las células CHO parentales transfectadas con 
MICA*019 y MICA*008, como la línea deficiente en GPI transfectada con MICA*008.  
Como muestra la Figura 7A, tras realizar un fraccionamiento de DRM por gradiente de densidad, 
se observó que MICA*008 se encontraba en las fracciones correspondientes a DRM, identificadas 
por su expresión de caveolina-1. Sin embargo, en las células deficientes para GPI no había 
MICA*008 en las fracciones que contienen los DRM, indicando la necesidad de este anclaje para el 
reclutamiento de la proteína a estas regiones de membrana.  
Para analizar el papel del anclaje GPI en la incorporación de MICA a exosomas, se purificaron 
exosomas de las mismas líneas celulares utilizadas en el experimento anterior. Esta purificación se 
realizó mediante ultracentrifugación, y las vesículas extracelulares obtenidas (a partir de ahora, 
referidas como exosomas) se trataron con endoglicosidasa F, tanto los lisados de dichas células como 
sus exosomas, y se analizó MICA por Western blot. MICA*008 estaba presente en los exosomas 
derivados de las células parentales (Figura 7B), mientras que no se incorporaba a los exosomas de las 
células deficientes en GPI. Además, la banda de MICA*008 que se detectaba en los exosomas es la 
correspondiente a la proteína anclada mediante GPI a la membrana de  ̴ 34 kDa (flecha gris), que no 
se encuentra ni en las células deficientes para GPI transfectadas con MICA*008 ni en sus exosomas. 
Sin embargo, a pesar de que una parte del ligando transmembrana MICA*019 es reclutado a DRM, 
no se encuentra en exosomas. 
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Figura 7. Papel del anclaje GPI en el reclutamiento de MICA*008 a DRM y exosomas. (A) Células parentales 
CHO transfectadas con MICA*019 o, en el caso de MICA*008, células CHO parentales (MICA*008) o G9-PLAP-0.85 
deficiente en GPI (ΔGPI-MICA*008) se fraccionaron por gradiente de densidad con sacarosa. En las fracciones 
indicadas se analizó por Western blot la presencia de MICA y caveolina-1 (CAV-1), como proteína que se recluta a 
DRM. (B) Lisados (L) y exosomas (E) de las mismas células usadas en (A) se trataron con endo F y MICA se analizó 
por Western blot. La banda perteneciente a MICA*019 se identifica con una flecha negra, y las de MICA*008, con 
flecha gris, la forma anclada a membrana y con punta de flecha gris, la no anclada a membrana. Estos experimentos se 
repitieron tres veces. Se indica el peso de los marcadores de peso molecular en kDa. 
 
 Estos resultados confirman la importancia del anclaje GPI, no sólo para la expresión en la 
membrana plasmática de MICA*008, sino también para su reclutamiento a DRM y exosomas. Este 
dato es de gran relevancia debido a que la expresión de los NKG2D-L en exosomas tiene efectos 
negativos en la activación de las células NK. Teniendo en cuenta que estos ligandos se expresan en 
células tumorales y que los alelos de MICA que pertenecen al grupo A5.1, son los más frecuentes en 
la mayoría de las poblaciones estudiadas, el tipaje de MICA en pacientes de cáncer podría ser 
importante, ya que permitiría conocer si MICA se va a liberar de manera monomérica o en 
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2. Transferencia de los ULBP desde la célula diana a la célula NK 
Trabajos anteriores han demostrado la transferencia de NKG2D-L, como los humanos MICA y 
MICB, desde la célula diana a la célula NK en el contexto de una sinapsis inmunológica citotóxica 
(McCann et al., 2007; Roda-Navarro et al., 2006). El estudio de este fenómeno es de gran 
importancia, ya que las consecuencias funcionales parecen asociarse con un mecanismo de 
regulación negativa tras la activación de las células NK. Puesto que sólo se había estudiado la 
transferencia de los NKG2D-L transmembrana, se planteó estudiar la transferencia de los ULBP, 
como NKG2D-L anclados mediante GPI. Para investigar el fenómeno de transferencia de estos 
ligandos desde la células diana a la célula NK, se procedió a la caracterización de la transferencia de 
los ULBP, así como el mecanismo responsable y las consecuencias funcionales que conlleva dicha 
transferencia a las células NK. 
2.1 Los ULBP humanos se transfieren a células NK y se anclan en su membrana, en 
un proceso dependiente de contacto celular. 
Para estudiar si los ULBP se transferían desde células diana a células NK, se hicieron 
experimentos de co-incubación entre células NK purificadas y varias posibles células diana. Para 
ello, se utilizaron células NK primarias, purificadas de las PBMC (células mononucleares de sangre 
periférica) de donantes sanos, y mantenidas en cultivo con IL-2; y como células diana, se usaron 
células CHO transfectadas con ULBP1, ULBP2 o ULBP3 (Figura 8A). Las células NK se 
mantuvieron en co-cultivo con las células adherentes CHO parentales, como control negativo, o 
transfectadas, durante 30 minutos. Posteriormente, se recogieron las células NK y se analizó el 
porcentaje de células NK positivas para ULBP por citometría de flujo. En la Figura 8B se muestra un 
ejemplo del análisis de un experimento de co-incubación con células CHO transfectadas con ULBP3. 
En primer lugar, se identificó la población de células NK o de células CHO (despegadas tras el 
co-cultivo) usando los parámetros de tamaño y complejidad (FSC y SSC). A continuación, se analizó 
la expresión de CD56 en cada una de las poblaciones, siendo positiva para las células NK y negativa 
para las células CHO. Para comprobar la transferencia de los ULBP a las células NK, se analizó la 
región positiva para ULBP y CD56. El resultado muestra que las células NK eran negativas para 
ULBP3, tanto antes del co-cultivo, como cuando eran co-cultivadas con células CHO sin transfectar. 
Por el contrario, se detectaron células NK positivas para ULBP3, únicamente cuando eran co-
cultivadas con células CHO transfectadas con ULBP3, demostrando así que las células NK podían 
adquirir este ligando de la célula diana. 
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Para comprobar que la transferencia ocurría con otros ULBP, se llevaron a cabo experimentos de 
co-incubación con ULBP1, ULBP2 y ULBP3, y se observó que había células NK positivas para cada 
uno de estos ULBP tras sólo 30 minutos de co-cultivo con la respectiva célula diana (Figura 9A). 
Figura 8. Análisis de transferencia de ULBP desde células CHO transfectadas a células NK. (A) Nivel de 
expresión de ULBP en células CHO transfectadas. Intensidad de fluorescencia de células CHO transfectadas con 
ULBP1, ULBP2 o ULBP3 y su control de isotipo. (B) Estrategia de selección de regiones para el análisis por 
citometríade flujo de los experimentos de transferencia. Se representa un ejemplo de experimento de transferencia, 
usando como células diana CHO, parentales o transfectadas (en este caso  con ULBP3), y células NK. En la fila 
superior, las células NK se seleccionan por tamaño y complejidad en el gráfico FSC/SSC (izquierda) y se analiza la 
expresión de ULBP3 en las células CD56 positivas (derecha). Después del co-cultivo, se recogen las células NK en 
suspensión (fila central) que también se identifican por tamaño y complejidad (izquierda) y se analizan los niveles de 
ULBP3 y CD56, después del co-cultivo con células CHO parentales (centro) o transfectadas con ULBP3 (derecha). 
Las células CHO (fila inferior) despegadas tras los co-cultivos pueden distinguirse por tamaño y complejidad 
(izquierda), así como por la ausencia de CD56 y la expresión de ULBP3 (paneles centro y derecha). Entre las células 
CHO despegadas pueden observarse algunas células NK remanentes. 
                                                    Resultados 
- 79 - 
 
Analizando los resultados con células NK de diferentes donantes, se observaron diferencias en el 
porcentaje de las células NK positivas para los ULBP, sin embargo, el patrón de los porcentajes entre 
los diferentes ULBP se mantenía, como se observa en la Figura 9B donde se representan 
experimentos con 11 donantes diferentes. Se usaron células CHO parentales como control en todos 
los experimentos de co-incubación con células CHO transfectadas. Los resultados de transferencia de 
ULBP a células NK con células CHO parentales siempre fue negativa, por lo que no se mostrará en 
los siguientes experimentos.  
 
 
Para comprobar que la transferencia de ULBP se trataba de un proceso específico, se realizaron 
experimentos de co-incubación con cada transfectante en CHO, pero realizando la tinción con 
anticuerpos que reconocían un ULBP distinto al que expresaba la célula diana. Como demuestra la 
Figura 10A, por ejemplo, no se detectó ULBP2 en la superficie de las células NK, si estas habían 
sido co-cultivadas con células CHO transfectadas con ULBP1, y lo mismo sucedió con otros ULBP, 
lo cual prueba la ausencia de reacciones cruzadas y que sólo el ULBP transfectado en la célula CHO 
era el adquirido por la célula NK. Asimismo, para excluir que la expresión de ULBP en las células 
NK se debiera a síntesis de novo, se analizó la transferencia mediante la detección del epítopo FLAG 
presente en las construcciones con las que se realizaron las transfecciones en las células CHO 
(Figura 10B). Para ello, tras las co-incubaciones se realizó el marcaje con un anticuerpo anti-FLAG, 
en lugar de anti-ULBP. Como muestra la Figura 10C, las células NK eran positivas para FLAG tras 
los co-cultivos. Este resultado, junto con la especificidad del ULBP adquirido por la célula NK, 
descarta la posibilidad de la expresión de novo de los ULBP en las células NK y apoya que los 
ULBP que se encuentran en las células NK tras la co-incubación proceden de la célula diana.  
Figura 9. Las células NK adquieren ULBP. Las células NK primarias se co-incubaron con células CHO parentales o 
transfectadas con ULBP (CHO-ULBP) durante 30 minutos. Se representa el porcentaje de células NK CD56+ y ULBP+ 
analizado como se comentó en la Figura 8B. (A) Se muestra un experimento significativo. (B) Para análisis estadístico 
se muestra la media y la desviación estándar de 11 experimentos con diferentes donantes. 
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A continuación, para estudiar la necesidad del contacto celular para la transferencia de los ULBP 
a las células NK, se realizaron co-cultivos usando placas con soportes semi-permeables transwell 
con un tamaño de poro de 0,4 µm, como barrera de separación entre ambos tipos celulares. La 
presencia de estas membranas en los experimentos de transferencia anuló completamente la 
adquisición de ULBP por las células NK (Figura 11), demostrando que este proceso requería 
contacto celular.  
 
Figura 10. Especificidad de la transferencia de ULBP y detección con anticuerpo anti-FLAG. (A) Los co-cultivos 
de células NK se hicieron usando como células diana, CHO transfectadas con ULBP (CHO-ULBP1, CHO-ULBP2 o 
CHO-ULBP3) y la tinción se realizó con los anticuerpos indicados. Se representa el porcentaje de células NK CD56+ y 
ULBP+ analizado por citometría de flujo. Se muestra un experimento representativo de dos. (B) Nivel de expresión del 
epítopo FLAG en las células CHO transfectadas con ULBP. Intensidad de fluorescencia de células CHO transfectadas 
con ULBP1, ULBP2 o ULBP3 y su control de isotipo. (C) Células NK primarias se co-incubaron con células CHO 
transfectadas para ULBP1, ULBP2 y ULBP3, y teñidas con un anticuerpo anti-FLAG. Se representa el porcentaje de 
células NK CD56+ y FLAG+ analizado por citometría de flujo en gráfico de barras. Se muestra un experimento 
representativo de tres. 
Figura 11. La adquisición de ULBP por las células NK 
requiere contacto celular. Los co-cultivos se realizaron en la 
presencia (transwell) o ausencia (control) de una membrana 
semi-permeable transwell con poros de un diámetro de 0,4 µm. 
Se representa el porcentaje de células NK CD56+ y ULBP+
 
analizado por citometría de flujo. Se muestra un experimento 
representativo de tres. 
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Tras conocer estos datos, se comprobó en qué orientación y mediante qué tipo de unión se 
encontraba anclado el ULBP transferido a la célula NK. Como los ULBP son proteínas ancladas a la 
membrana a través de GPI, son sensibles a la acción de la enzima PI-PLC. Por ello, tras las co-
incubaciones entre células CHO transfectadas con ULBP y las células NK, se trataron estas últimas 
con PI-PLC (Figura 12A). Este tratamiento provocó una reducción en el porcentaje de las células NK 
que tenían ULBP en su superficie. También se realizaron tratamientos con pH ácido que disociarían 
interacciones basadas en cargas. Sin embargo, este tratamiento no afectó al porcentaje de células NK 
que habían adquirido ULBP tras la co-incubación (Figura 12B). Como control positivo para este 
tratamiento, se analizó su efecto en los niveles de expresión de NKG2D y MHC de clase I (MHC-I) 
(Figura 12C). Por ejemplo, el plegamiento de la molécula MHC-I requiere la formación de puentes 
de hidrógeno y la estabilización de cargas, por ello, el tratamiento ácido provoca el desplegamiento 
de la molécula, y consecuentemente, la perdida de unión al anticuerpo utilizado. Por esta razón, tras 
el tratamiento ácido, disminuyen los niveles de fluorescencia de MHC-I. El hecho de que el 
tratamiento ácido no afecte a la transferencia, junto al resultado obtenido con el tratamiento con PI-
PLC, indica que existe una inserción estable y en la orientación nativa de los ULBP, a través del 
anclaje GPI, en la membrana plasmática de las células NK. 
 
 
Figura 12. Anclaje del ULBP transferido en la membrana de la célula NK. Tras las co-incubaciones de 30 minutos 
con células CHO transfectadas con ULBP1, ULBP2 o ULBP3, se tratan las células NK con PI-PLC o el buffer de la 
enzima (CONTROL) (A); o con lavados ácidos a pH 3,3 (ÁCIDO) (B). Se representa el porcentaje de células NK 
CD56+ y ULBP+ analizado por citometría de flujo. (C) Como control positivo de los tratamientos ácidos se analiza la 
reducción en intensidad de fluorescencia de NKG2D (izquierda) y HLA clase I (derecha) en las células NK y su control 
de isotipo. Se muestra un experimento representativo de tres. 
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Los resultados obtenidos hasta ahora, demuestran que los ULBP son transferidos de la célula 
donante a la célula aceptora, de una manera dependiente de contacto celular, y se encuentran 
ancladas en la membrana plasmática en su orientación original y mediante un anclaje GPI. Estas 
características podrían estar relacionadas con el fenómeno conocido como trogocitosis (Joly y 
Hudrisier, 2003), que se define como la transferencia de porciones intactas de membrana plasmática 
y sus proteínas asociadas. Durante el desarrollo de estos experimentos, se sugirió que este fenómeno 
de trogocitosis también estaba implicado en el mecanismo de transferencia de Rae-1 δ y ε, ligandos 
de NKG2D en ratón (Nakamura et al., 2013a). 
2.2 La transferencia de diferentes ligandos de NKG2D ocurre con distinta cinética y 
eficiencia 
Para seguir con la caracterización del fenómeno de transferencia, se quiso comparar la 
transferencia de distintos NKG2D-L y la influencia que podía tener el tipo de anclaje a membrana. 
En primer lugar, se estudió la cinética de la transferencia a distintos tiempos de co-incubación 
(Figura 13). Como ya se había visto, se trata de un proceso muy rápido, ya que se detectó un 10% de 
células NK positivas para ULBP tras 5 minutos de co-cultivo. A tiempos más largos de co-
incubación, se observó un aumento de la transferencia de ULBP, en general, alcanzando el máximo a 
las 6 horas y empezando a reducirse tras 18 horas. Esta disminución podría explicarse por la 
internalización o por la liberación de los ULBP adquiridos por las células NK. Un resultado 
llamativo que se vuelve a mostrar en este experimento, es que los diferentes ULBP siguen un patrón 
diferente de transferencia: el porcentaje de células NK positivas para ULBP2 siempre fue menor, 
además la transferencia de ULBP2 alcanzó su máximo a tiempos más cortos de co-cultivo que 
ULBP1 o ULBP3. Este resultado no se debía a diferencias en la afinidad de los anticuerpos que 
reconocen ULBP, ya que cuando se usó un anticuerpo anti-FLAG para analizar los niveles de 
ULBP2 transferido a las células NK se obtuvo el mismo resultado (Figura 10C). Sin embargo, 
aunque este patrón puede observarse en diferentes experimentos (Figura 9A,B), las diferencias no 
eran estadísticamente significativas debido a la variabilidad de los valores entre los distintos 
donantes. 
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A continuación, se quiso comparar cómo afectaba el tipo de anclaje a membrana a la transferencia 
de distintos ligandos. Para ello, se usaron células CHO transfectadas con MICA*019 y MICB, 
NKG2D-L transmembrana, en experimentos de co-incubación con células NK (Figura 14A, B). En 
estos experimentos, se detectaron células NK que adquirían MICA en cantidades comparables a los 
ULBP, demostrando que la propiedad de ser un ligando transmembrana o GPI no afectaba al nivel de 
transferencia a las células NK. El porcentaje de células NK positivas para MICB fue menor, y podría 
deberse a que las células CHO transfectadas con MICB perdían su expresión en superficie, 
apareciendo una población negativa (Figura 14C). Por tanto, las diferencias en la transferencia de los 
distintos NKG2D-L, no estaría relacionada con el tipo de anclaje a la membrana, sino con el menor 




Figura 14. Transferencia de ligandos de NKG2D anclados mediante GPI y transmembrana. Las células NK 
son co-cultivadas con células CHO transfectadas con ULBP1, ULBP2, ULBP3, MICA*019 (A), o MICB (B) durante 
una hora. Se representa el porcentaje de células NK CD56+ que son positivas para cada uno de los ligandos analizado 
por citometría de flujo. Se muestra un experimento representativo de cinco (A) o dos (B). (C) Nivel de expresión de 
MICB en células CHO transfectadas y su control de isotipo.  
Figura 13. Cinética de la transferencia de ULBP 
a las células NK. Las células NK se co-cultivaron 
con células CHO transfectadas con ULBP1 (CHO-
ULBP1), ULBP2 (CHO-ULBP2) o ULBP3 (CHO-
ULBP3) durante los tiempos indicados. Se 
representa la media y SEM del porcentaje de 
células NK CD56+ y ULBP+ analizado por 
citometría de flujo de tres experimentos con células 
NK de tres donantes diferentes. 
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Los experimentos de transferencia mostrados hasta este punto se habían realizado usando células 
transfectadas, como células diana, por ello, el siguiente paso fue comprobar que este fenómeno 
también ocurría con células que expresaban NKG2D-L de manera endógena. Para ello, se usaron 
como células diana, las líneas de cáncer de vejiga, J82 y RT-112, y la línea celular de glioblastoma, 
U373, que expresaban diferentes niveles de estos ligandos (Figura 15A,B). Cuando se usaron las 
células de cáncer de vejiga como donantes en los co-cultivos, también se encontraron células NK que 
adquirían MICA, ULBP2 y ULBP3 en su superficie. El porcentaje de células NK que adquirieron los 
ligandos fueron menores, lo cual se relacionaba con los menores niveles de expresión endógena de 
estos ligandos, si se comparan con la sobreexpresión en las células CHO. En el caso de la 
transferencia desde células U373, aunque expresaban menos ULBP3 que ULBP2, ULBP3 se 
adquiría de manera más eficiente que ULBP2, resultado que también se había encontrado en 
diferentes experimentos utilizando células CHO, como en las Figuras 9A, 9B, 10C o 13. Además, 
estos últimos resultados demuestran que el fenómeno de la transferencia también ocurría con células 
que expresan los NKG2D-L de manera endógena. 
Como ya se ha descrito anteriormente, un resultado interesante que se repite en diferentes 
experimentos es que los diferentes NKG2D-L se transfieren con diferente eficiencia a las células 
NK, otro ejemplo más que demuestra que no todos los NKG2D-L se comportan de la misma manera 
y que se suma a otras diferencias que se han descrito relacionados con su biología celular 
(Fernández-Messina et al., 2012). En concreto, en cuanto a la transferencia, parece bastante llamativo 
y recurrente el hecho de que ULBP2 siempre se transfería de manera menos eficiente. Debido a que 
datos previos del laboratorio indican que ULBP2 es más susceptible a la acción de metaloproteasas 
(Fernández-Messina et al., 2010), se pasó a analizar la influencia de la liberación de esta proteína por 
corte proteolítico en la transferencia a células NK. Para ello, se llevaron a cabo experimentos usando 
el inhibidor de metaloproteasas de amplio espectro Batimastat (BB94) (Figura 16). A pesar de que 
este tratamiento no parecía afectar al nivel de expresión de ULBP2 en la superficie de las células 
CHO, el porcentaje de células NK positivas para ULBP2 fue mayor en presencia del inhibidor de 
metaloproteasas. En cambio, el porcentaje de células NK que adquirían ULBP3 no se vio afectado, 
sugiriendo que la menor detección de ULBP2 en los experimentos de transferencia podría deberse a 
procesos proteolíticos. Sin embargo, no se puede concluir de estos resultados, si la proteólisis tuvo 
lugar en la membrana de la célula donadora o de la aceptora. 
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Todos estos datos, demuestran que la transferencia es un proceso rápido y que no depende del 
tipo de anclaje del ligando a la membrana. Sin embargo, diferentes factores como el nivel de 
expresión de los NKG2D-L en la membrana de las células donadoras o su susceptibilidad a 
metaloproteasas influyen en la eficiencia y la cinética de la transferencia de los diferentes NKG2D-L 
a las células NK. 
Figura 15. Transferencia de ligandos de NKG2D expresados de manera endógena. (A) Intensidad de fluorescencia 
de diferentes ligandos de NKG2D expresados de manera endógena por las células de cáncer de vejiga, J82 y RT-112, y 
las células de glioblastoma, U373, y sus controles de isotipo. (B) Las células NK son co-incubadas con las diferentes 
células donantes durante una hora. Se representa el porcentaje de células NK CD56+ que son positivas para cada uno de 
los ligandos, analizado por citometría de flujo. Se muestra un experimento representativo de tres.  
Figura 16. Efecto de la inhibición de metaloproteasas en la transferencia de ULBP2 a las células NK. Células 
CHO transfectadas con ULBP2 o ULBP3 se trataron con el diluyente (DMSO) o BB94 5 µM durante 2 horas, a 
continuación se co-cultivaron con células NK durante una hora manteniendo los tratamientos. (A) Intensidad de 
fluorescencia de ULBP2 en células CHO transfectadas tratadas con DMSO o BB94 y su control de isotipo. (B) 
Porcentaje de células NK CD56+ ULBP+tratadas con BB94 relativizado al porcentaje de las tratadas con DMSO. Se 
representa la media y la desviación estándar de cuatro experimentos. La significancia estadística se determinó usando el 
análisis de varianza  one-way Turkey’s  multiple comparison test entre DMSO y BB94. **p < 0,01, 
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2.3 La activación de las células NK y la interacción con el receptor son necesarias para 
la transferencia de los ligandos de NKG2D 
Una vez analizadas las propiedades de los ligandos que influían en la transferencia, se pasó a 
estudiar cuáles eran las características intrínsecas de las células NK necesarias para este proceso. 
Teniendo en cuenta que el receptor NKG2D se expresa en todas las células NK humanas, pero 
únicamente se detectaban ULBP en algunas células NK, se intentó caracterizar si alguna 
subpoblación específica de células NK era la que estaba adquiriendo los ligandos. Para ello, se 
analizó la expresión de marcadores presentes en subpoblaciones, como CD8, algunos implicados en 
la activación o maduración de las células NK, así como receptores activadores e inhibidores, como 
los KIR - CD158a (KIR2DL1) y CD158b (KIR2DL2/3) - o NKG2A (Figura 17). También se 
estudiaron otros marcadores como CD94, NKG2C y CD161 (datos no mostrados).  
 
 
Debido a que ninguna de las subpoblaciones definidas con estos marcadores se correspondía con 
la población que adquiría los NKG2D-L, a continuación, se estudió el papel del estado de activación 
de las células NK en la transferencia de los ligandos. Las células NK usadas en todos los 
experimentos anteriores eran células primarias mantenidas en cultivo en presencia de IL-2 y células 
diana irradiadas. Sin embargo, para estudiar el papel de la activación de las células NK en la 
transferencia, se realizaron experimentos de transferencia utilizando células NK recién purificadas, 
sin estimular con citoquinas o estimuladas con IL-2 durante 16 horas. Para evaluar el estado de 
activación, se analizó el nivel de expresión de CD69, marcador de activación, en ambos cultivos de 
células NK (Figura 18A). Los niveles de CD69 fueron ligeramente más altos en las células activadas 
de manera transitoria con IL-2, pero mucho más bajos que las líneas establecidas de células NK 
mantenidas en cultivo con IL-2 durante más tiempo, que se utilizaron en los demás experimentos de 
Figura 17. Adquisición de ULBP por diferentes subpoblaciones de células NK. Se co-cultivaron células CHO 
transfectadas con ULBP1, ULBP2 o ULBP3 con células NK durante una hora. Se representa el porcentaje de células 
NK CD56+ que son positivas para cada ULBP  en la población negativa o positiva para cada uno de los marcadores. Se 
muestra un experimento representativo de tres. 
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transferencia. A pesar de ello, el porcentaje de células NK activadas con IL-2 durante 16 horas que 
adquirieron ULBP fue mayor que el de las células que se mantuvieron sin estimular (Figura 18B). 
También se puede observar que el porcentaje de células NK que adquieren ligandos fue mucho 
menor que los observados con células NK activadas durante más tiempo. Estos datos indican que la 
activación de la célula NK es importante para la transferencia de los NKG2D-L. 
 
 
Tras observar que el estado de activación era importante para la transferencia de ligandos, se 
estudió la relación entre este proceso y la actividad citotóxica de las células NK frente a las células 
diana. Para ello, se analizaron simultáneamente por citometría de flujo la liberación de gránulos 
líticos de las células NK, a través de la expresión del marcador CD107a o LAMP1 (del inglés, 
Lysosomal-Associated Membrane Protein-1) en superficie, como indicador de la activación de la 
maquinaria lítica, y la adquisición de ULBP tras los co-cultivos. Como se puede ver en las Figuras 
19 A y B, cuando se comparan estos parámetros, el porcentaje de células NK positivas para LAMP1, 
fue mayor en las células NK que habían adquirido el ligando, y las células NK que no habían 
adquirido ligando, no expresaban LAMP1 en su superficie. Una interpretación de este dato sería que 
las células NK que habían adquirido ULBP eran aquellas que también habían liberado gránulos. 
Cuando se analizó el sentido contrario, es decir, la transferencia en las células NK que habían 
liberado gránulos o no, se observó que las células negativas para LAMP1 tenían niveles de ULBP 
más bajos en su superficie, sugiriendo que la transferencia era ineficiente en las células que no 
habían liberabado gránulos (Figura 19 C, D). Por lo tanto, esto indica que la transferencia está 
relacionada con la activación de la maquinaria lítica y la movilización de los gránulos líticos de la 
célula NK. Estos datos sugieren que la formación de una sinapsis inmunológica citotóxica sería 
Figura 18. Influencia del estado de activación de las células NK en la transferencia de ligandos. Células NK 
recién purificadas de 2 donantes se mantuvieron durante 16 h en presencia (NK IL2 16 h) o ausencia (NK RESTING) 
de IL-2. (A) Intensidad de fluorescencia de CD69 en ambos cultivos de células NK de 2 donantes y su control de 
isotipo. (B) Las células NK de los 2 donantes en los diferentes estados de activación se co-incubaron con células CHO 
transfectadas con ULBP2 durante una hora. Se representa el porcentaje de células NK CD56+ que son positivas para 
ULBP2.  
                                                    Resultados 
- 88 - 
 
necesaria para la transferencia de los NKG2D-L, aunque para demostrar esto se necesitarían 
experimentos más específicos. 
 
En vista de estos resultados, cabe pensar que la actividad citotóxica en las células NK vendría 
precedida de la interacción receptor-ligando durante el co-cultivo. Por esta razón, para estudiar el 
papel del receptor en el proceso de transferencia, se realizaron experimentos de co-incubación 
bloqueando el receptor NKG2D. Como se observa en la Figura 20, la intensidad de fluorescencia de 
los ligandos transferidos y el porcentaje de las células NK que adquirieron ULBP fueron menores en 
la presencia de anticuerpos bloqueantes de NKG2D. Este resultado indica que el reconocimiento por 
Figura 19. Correlación entre transferencia de ULBP y liberación de gránulos líticos. Se co-cultivaron células NK 
con células CHO transfectadas con ULBP1, ULBP2 o ULBP3 durante dos horas. Posteriormente se analizó la 
transferencia de ULBP y la liberación de gránulos por la expresión del marcador LAMP1. (A) Estrategia de análisis  
por citometría de flujo de un experimento representativo con ULBP3 para calcular la liberación de gránulos de las 
células NK positivas para ULBP. Se identifican las células NK CD56+ que adquieren ULBP o no (panel izquierdo), y 
se analiza la expresión de LAMP1 en cada una de las regiones (paneles de la derecha). (B) Expresión de LAMP1 de las 
células NK ULBP+. Se representa la media y la desviación estándar del porcentaje de células NK CD56+ que son 
positivas para LAMP1, tanto en la población negativa como positiva para cada uno de los ULBP. El porcentaje de 
células NK LAMP1+ frente a las CHO parentales fue 1-2% de media. Se realizaron 6 experimentos con diferentes 
donantes con cada ULBP. (C) Estrategia de análisis  por citometría de flujo de un experimento representativo con 
ULBP3 para calcular los niveles de adquisición de ULBP en las células NK que habían liberado gránulos. Se 
identifican las células NK CD56+ que expresan o no LAMP1 (panel izquierdo), y se analiza la expresión de ULBP en 
cada una de las regiones (paneles de la derecha). (D) Se representa la MFI de cada ULBP en las células NK que han 
liberado gránulos (LAMP1+) o no (LAMP1-). Los diferentes símbolos representan a los distintos ULBP como se 
muestra en la leyenda. Se realizaron 3 experimentos con diferentes donantes con cada ULBP.  
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parte del receptor facilita la transferencia de sus ligandos a la célula NK. Sin embargo, se observó 
que la reducción en el porcentaje de células NK que adquirieron ULBP debida al bloqueo de 
NKG2D oscilaba entre 40-80% dependiendo de cada ULBP, siendo menor para ULBP2. Este dato, 
junto a la diferente cinética de transferencia de ULBP2, podría indicar la existencia de otros 
mecanismos independientes de interacción receptor-ligando, responsables de la transferencia de 
ULBP2.  
 
Para continuar estudiando la importancia de la interacción con el receptor, se realizaron otra serie 
de experimentos. En primer lugar, debido a que NKG2D también se expresa en linfocitos T 





 también adquirieron ULBP en su superficie tras ser co-incubadas con células CHO 
transfectantes para ULBP (Figura 21A,B). En segundo lugar, para ver la importancia de la 
interacción por parte de los ligandos, se utilizaron células CHO transfectadas con quimeras que 
carecían de la parte extracelular de cada ULBP, necesaria para la interacción con el receptor, y en su 
lugar expresaban GFP (Figura 22). Como era de esperar, tras los co-cultivos de estas células con 
células NK, los niveles de transferencia de la señal GFP eran muy similares a los observados con las 
células CHO parentales sin transfectar. Estos bajos niveles, indican que sólo la parte GPI de la 
proteína no es suficiente para transferirse a la célula efectora, sino que es necesaria la región 
extracelular para que permita el reconocimiento por parte del receptor, y la posterior transferencia 
del ligando a la células NK. 
Figura 20. Bloqueo de NKG2D en la transferencia de ULBP. Se realizaron experimentos de transferencia con 
células NK control, sin bloquear (símbolos grises) o  bloqueadas con un anticuerpo monoclonal anti-NKG2D 
(símbolos blancos). Se representa la MFI y el porcentaje de células NK que adquieren ULBP relativizados a los 
niveles con las células NK control (todos los símbolos grises se encuentran superpuestos en el valor 100%). Se 
muestran 4 experimentos con distintos donantes para cada ULBP. 
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En resumen, estos datos demuestran que la transferencia de los NKG2D-L depende, 
principalmente, del estado de activación de las células NK y de su maquinaria lítica, precedida de la 
interacción receptor-ligando. 
2.4 Los ULBP transferidos se encuentran próximos a NKG2D y se pueden mantener 
de manera estable en la membrana 
Tras conocer el mecanismo responsable de la transferencia de los ULBP a las células NK, se 
quiso profundizar en el estudio del destino de las moléculas transferidas en la membrana de la célula 
NK. Como se ha descrito anteriormente en la Figura 12A, el ligando transferido se encontraba 
anclado en la orientación correcta mediante GPI en la membrana de la célula NK. Por esta razón, a 
continuación, se analizó la localización del ligando con respecto al receptor en la membrana de la 
célula NK. Para ello, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitación de la siguiente manera: 
Figura 21. Transferencia de ULBP a linfocitos T NKG2D
+
. (A) Intensidad de fluorescencia de NKG2D en 
linfocitos T CD3+
 
y su control de isotipo. (B) Se co-incubaron estas células T con CHO transfectadas con los distintos 
ULBP durante 30 min. Se representa el porcentaje de células T CD3+ que son positivas para los ULBP. Se muestra un 
experimento representativo de dos. 
Figura 22. Transferencia de quimeras GFP-GPI. (A) Intensidad de fluorescencia de GFP en células CHO 
transfectadas con las quimeras que contienen en la región extracelular GFP unida a las regiones C-terminales de 
ULBP1, ULBP2 o ULBP3, y por tanto, expresadas con los tres anclajes GPI distintos. Se incluye un control negativo 
sin GFP. (B) Se co-incubaron células NK con las diferentes CHO transfectadas durante 1 h. Se representa el porcentaje 
de células NK CD56+ que son positivas para GFP. Se muestran un experimento representativo de dos. 
                                                    Resultados 
- 91 - 
 
se lisaron las células NK recuperadas tras co-incubaciones de 2 horas, se inmunoprecipitó NKG2D y 
se analizó por Western blot la presencia de ULBP. Así, se pudo observar que ULBP3 era co-
inmunoprecipitado sólo en las células NK que habían sido co-incubadas con células CHO 
transfectadas con ULBP3, pero no con las parentales (Figura 23A), a pesar de que los niveles de 
NKG2D en las células NK eran iguales en ambos casos. Para descartar que se debiera a interacciones 
posteriores a la lisis de las células, se mezclaron lisados de células NK y células CHO en la misma 
proporción que se encontraban tras los co-cultivos. En estos experimentos no se observó la banda 
correspondiente a ULBP3, lo cual sugiere que la asociación se producía antes de la lisis de las 
células (Figura 23B,C). Por lo tanto, estos datos demuestran que el ligando transferido, tras 2 horas 
de co-cultivo, se encuentra cerca de NKG2D en la misma micela formada tras la lisis con detergente. 
 
 
Seguidamente, para investigar una posible interacción entre el ligando y el receptor en la 
membrana de la célula NK, se realizaron experimentos de transferencia usando la construcción 
NKG2D-Fc, en lugar de anticuerpos anti-ULBP (Figura 24A,B). De esta manera, también se observó 
la transferencia de ULBP3, aunque a un nivel menor. Este resultado podría indicar que una parte de 
los ULBP estarían interaccionando con NKG2D, y por ello impedirían la unión de NKG2D-Fc. Sin 
embargo, es importante tener en cuenta que interpretar este resultado de manera cuantitativa es 
difícil, ya que la afinidad de NKG2D-Fc depende de cada ULBP, y además es mucho más baja (del 
orden µM) que la de los anticuerpos monoclonales específicos para cada ULBP (del orden nM). 
Además otras evidencias permiten descartar la posibilidad de una interacción entre ambas moléculas: 
por un lado, se demostró que el tratamiento con pH ácido (Figura 12B) no afectaba a los niveles de 
ULBP en la membrana de las células NK, mientras que si ULBP estuviera unido a NKG2D, este 
tratamiento induciría el desensamblaje de NKG2D y habría un aumento en el nivel de ULBP; y por 
otro lado, el anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar NKG2D está descrito como bloqueante de la 
Figura 23. Co-inmunoprecipitación de ULBP3 y NKG2D en las células NK. (A) NKG2D se inmunoprecipitó de 
células NK co-incubadas 2 h con células CHO transfectadas con ULBP3 (CHO3) o parentales (CHO). ULBP3 co-
inmunoprecipitado se detectó por Western blot, así como NKG2D como control de inmunoprecipación y carga. Las 
bandas correspondientes a la cadena pesada (HC) y ligera (LC) del anticuerpo se indican con flechas. (B) Lisados de 
células NK y CHO transfectadas con ULBP3 (LYS) se mezclaron en proporciones similares a las de los co-cultivos. Se 
inmunoprecipitó usando anti-NKG2D (IP:2D) o su correspondiente isotipo (IP:ISO) y se detectó por Western blot 
ULBP3 (se muestra exposición corta y larga) o (C) NKG2D como control de inmunoprecipitación y carga. Se muestra 
un experimento representativo de tres. Se indica el peso de los marcadores de peso molecular en kDa. 
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interacción receptor-ligando (Bauer et al., 1999) y no permitiría la inmunoprecipitación de NKG2D 
si este estuviera unido a ULBP. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar que ambas proteínas se 




A continuación, para estudiar la estabilidad del ULBP transferido, se recogieron las células NK 
tras los co-cultivos, se mantuvieron en cultivo y se analizó a distintos tiempos el porcentaje de 
células NK positivas para los ULBP y su intensidad de fluorescencia. Como se muestra en la Figura 
25, se observó que al menos el 60% de las células NK mantenía los ligandos en su superficie 4-6 
Figura 24. Transferencia de ULBP3 analizada con anticuerpo anti-ULBP3 o NKG2D-Fc. La células NK se co-
incubaron con células CHO transfectadas para ULBP3 durante una hora. La detección de ULBP3 se realizó con 
anticuerpo anti-ULBP3 o con la construcción NKG2D-Fc. (A) Estrategia de análisis por citometría de flujo en un 
experimento representativo con ULBP3. (B) Se representa la media  y la desviación estándar del porcentaje de células 
NK CD56+ que son positivas para ULBP3 con las dos tinciones de cinco experimentos con distintos donantes. (C)  
Intensidad de fluorescencia de ULBP3 marcado con anticuerpo anti-ULBP3 o con la construcción NKG2D-Fc  en 
células CHO transfectadas con ULBP3 (CHO-ULBP3). Como control negativo se realizaron los mismos marcajes en 
células CHO parentales (CHO). 
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Figura 25. Estabilidad de los ULBP adquiridos por las células NK. Células CHO transfectadas con ULBP1, 
ULBP2 o ULBP3 se co-cultivaron con células NK, éstas se separaron de las células adherentes y mantenidas en cultivo 
los tiempos indicados (h) para, posteriormente ser analizadas por citometría de flujo. Se representan el porcentaje y la 
MFI de células NK CD56+ relativizados a los valores a tiempo cero. Se muestra un experimento representativo de seis. 
horas después del co-cultivo, sin embargo después de 24 horas este porcentaje era ya muy bajo. 
Además, cuando se analizó la intensidad de fluorescencia de los ligandos en las células NK, se 
observó que ésta disminuía a tiempos muy cortos, pero se mantenía bastante estable hasta 24 horas 
tras el co-cultivo. 
 
 
2.5 Las células NK que adquieren ULBP se convierten en células diana y transfieren 
los ligandos a otras células NK 
Datos de otros laboratorios demostraron que NKG2D-L, como MICA o los murinos Rae-1 δ y ε 
(McCann et al., 2007; Nakamura et al., 2013a), eran funcionales tras su transferencia a células NK y 
podían activar a otras células NK a través de NKG2D, provocando la lisis de la célula NK positiva 
para el ligando.  
Los datos presentados hasta ahora sugieren una posible eliminación de células NK que adquieren 
ULBP por dos evidencias: la rápida disminución en la intensidad de fluorescenia de ULBP en las 
células NK tras los co-cultivos (Figura 25); y la asociación de la transferencia de los ULBP con la 
activación de la citotoxidad de las células NK (Figura 19). Por ello, a continuación se investigó si las 
células NK que expresan ULBP, podían convertirse en células diana para otras células NK. En 
primer lugar, se marcaron con un colorante y se co-incubaron células NK con células CHO 
transfectadas con ULBP, las cuales adquirieron ULBP. A continuación, se realizaron experimentos 
de citotoxicidad utilizando estas células NK como células diana, y células NK autólogas sin marcar, 
como células efectoras (Figura 26). Como control negativo, también se utilizaron células NK, 
marcadas con el colorante, sin co-incubar o co-incubadas con células CHO parentales, como células 
diana. También se analizó la muerte espontánea de cada una de las células diana, al ponerlas en 
cultivo sin células efectoras. Para analizar los niveles de muerte en las distintas poblaciones de 
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células NK, se midió la incorporación de la sonda de muerte 7-aminoactinomicina D (7-AAD) por 
citometría de flujo en las células diana marcadas previamente con el colorante. El porcentaje de 
células muertas aumentó en las células NK que habían adquirido ULBP tras la co-incubación con 
células CHO que expresaban ULBP, pero no en las que no los habían adquirido. Tampoco se 
observó un aumento en los niveles de muerte en las células que se co-cultivaron con células 
parentales o que no se co-cultivaron con células CHO. Por tanto estos datos demuestran que el ULBP 
transferido a la célula NK es funcional, y es capaz de activar la maquinaria lítica de otras células NK, 
provocando la muerte de esas células NK que han adquirido ULBP. 
 
 
Estos resultados de citotoxicidad entre las células NK ULBP positivas y células NK autólogas, 
junto a los datos que indican que los niveles de fluorescencia de los ULBP en las células NK se 
mantienen altos tras 24h del co-cultivo (Figura 25), podrían sugerir que los ligandos adquiridos por 
las células NK podrían volver a transferirse a otras células NK. Para abordar esta pregunta, primero 
se co-incubaron células NK con células CHO transfectadas con ULBP para que adquirieran ULBP. 
A continuación, se utilizó un citómetro de flujo separador que permitió el aislamiento de las células 
NK recogidas tras el co-cultivo, descartando por completo la presencia de alguna célula CHO. Las 
células NK aisladas con el citómetro de flujo separador se utilizaron en experimentos de 
transferencia como donantes y, como aceptoras se utilizaron células NK autólogas (marcadas con un 
colorante para distinguir ambas poblaciones). Como se observa en la Figura 27, ULBP3 se 
retransfirió a otras células NK. También se puede observar que el porcentaje de células NK que 
adquirieron ULBP aumentó, a la vez que disminuyó el de las células donadoras. Lo mismo se 
observa en la intensidad de fluorescencia, alcanzando finalmente un nivel similar en ambas 
Figura 26. Las células NK que adquieren ULBP se convierten en células diana para células NK autólogas. 
Células NK se marcaron con el colorante PKH2 y se incubaron solas (NK:Ø) o con células CHO parentales 
(NK:CHO) o transfectadas con ULBP3 (izquierda) o ULBP1 (derecha) (NK:CHOULBP) durante 1 h. Tras la co-
incubación, estas células marcadas se usaron como células diana (T) en experimentos de citotoxicidad, en los cuales 
las células efectoras (E) fueron células NK autólogas sin marcar (NK). Las células diana también se incubaron sin 
efectoras (-) para analizar la muerte espontánea. El porcentaje de células diana muertas se analizó mediante la 
incorporación de la sonda 7-AAD. La muerte de las células NK que adquieren ULBP (NK ULBP+) o no (NK ULBP-) 
se analizaron de manera separada. Se muestran dos experimentos representativos de tres 
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poblaciones. En conjunto, estos datos sugieren que el proceso de reconocimiento y retransferencia 
entre las células NK ocurre de una manera rápida, y podría seguir las características observadas entre 
las células CHO y NK, como la dependencia de interacción receptor-ligando, aunque estos 
experimentos no han sido abordados en esta tesis doctoral.  
 
Todos estos datos demuestran que existe la transferencia de NKG2D-L de la familia ULBP desde 
la célula diana a la célula NK, mediada por procesos de trogocitosis, en el contexto de una 
interacción receptor-ligando, lo que provoca la activación de la maquinaria lítica de las células NK. 
A pesar de que los ligandos pertenecen a la misma familia, se ha demostrado que la transferencia de 
cada ULBP sigue diferentes cinéticas y eficiencias. Además, cuando las células NK adquieren 
ULBP, lo hacen con capacidad funcional, ya que se ha confirmado que las células NK que adquieren 
ULBP pueden funcionar como células dianas para otras células NK y además volver a transferir el 
ligando. La transferencia de estos ligandos podría constituir un mecanismo de regulación negativa, 
relacionado con un proceso de homeostasis, que permitiría la eliminación de las células NK más 







Figura 27. Retransferencia de ULBP entre 
células NK. Células NK co-incubadas durante 1 h 
con células CHO transfectadas con ULBP3 
(NK:CHOULBP3), se separaron con un citómetro 
separador y se usaron como donantes en 
experimentos de transferencia con células NK 
autólogas marcadas con la sonda Cell Trace 
Violet. Se representa el porcentaje y la MFI de las 
células NK ULBP positivas que se analizó antes y 
después de los co-cultivos en cada población de 
NK. Se muestra un experimento representativo de 
tres. 
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3. Efecto de vemurafenib en los ligandos de NKG2D en melanoma 
Hasta ahora se han abordado diferentes factores implicados en la expresión de los NKG2D-L y en 
la modulación de la respuesta de las células NK, como son la transferencia de los ligandos o su 
reclutamiento a exosomas. A continuación, para estudiar la biología de las diferentes formas de 
expresión de estas proteínas en un sistema de relevancia clínica, se inició el estudio de la expresión 
de los ligandos de NKG2D, tanto en membrana como secretados, en un modelo tumoral, utilizando 
células metastásicas de melanoma como herramienta.  
La elección de este modelo se hizo en base a varios datos que apoyan la importancia de los 
NKG2D-L en melanoma: 1) Se ha comprobado la expresión de NKG2D-L, tanto MIC como ULBP, 
en metástasis de melanoma (revisado en Morgado et al., 2011); 2) El suero de pacientes de 
melanoma contiene ligandos, como ULBP2, el cual se puede utilizar como biomarcador del progreso 
de la enfermedad (Paschen et al, 2009). Por otro lado, aproximadamente, un 50% de los melanomas 
presentan la mutación BRAF-V600E (Davies et al., 2002), implicada en el progreso tumoral (Tran et 
al., 2016). Para tratar estos tumores, se han desarrollado inhibidores de la forma mutada de BRAF, 
como vemurafenib (PLX 4032) (Flaherty et al., 2011). Este tratamiento ha dado muy buenos 
resultados en pacientes con lesiones de melanoma que presentan dicha mutación (Sosman et al., 
2012), sin embargo, los pacientes desarrollan resistencias al inhibidor (Fiskus y Mitsiades, 2016). Se 
han estudiado algunos mecanismos implicados en esta resistencia, principalmente, relacionados con 
la activación de la ruta de las MAPK de manera alternativa. No obstante, también hay algunas 
evidencias del papel de la respuesta inmunológica. En concreto, varios artículos demuestran que el 
papel de las células NK en este contexto podría ser de gran importancia, ya que se ha demostrado 
que estas células pueden acumularse en los ganglios linfáticos con metástasis de melanoma, y 
eliminar las células tumorales tras la activación con citoquinas (Ali et al., 2014; Messaoudene et al., 
2014). Además, se ha descrito que las células NK  tienen una función importante en el efecto de 
vemurafenib en el control del melanoma metastásico en modelos murinos (Ferrari de Andrade et al., 
2014).  
Debido a que el papel de las células NK en los tratamientos con inhibidores de BRAF no se había 
estudiado en células humanas, a partir de una colaboración con la Dra. Annette Paschen, se comenzó 
el estudio de una serie de líneas metastásicas que expresaban NKG2D-L, y el efecto que podría tener 
la terapia dirigida, vemurafenib, en el sistema NKG2D y las células NK. 
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*-: ausencia de alelo por pérdida de heterocigosidad 
3.1 Caracterización de las líneas celulares derivadas de metástasis de pacientes de 
melanoma 
En primer lugar, se comenzó por la caracterización de un panel de líneas celulares derivadas de 
metástasis de pacientes de melanoma. Se estudiaron cuatro líneas (Ma-Mel-55, Ma-Mel86c, Ma-
Mel-86f y Ma-Mel-103b) derivadas de tres pacientes de melanoma (55, 86 y 103), dos de ellas 
pertenecientes a diferentes metástasis del mismo paciente (Ma-Mel-86c y Ma-Mel86f). Se analizó la 
mutación V600E en BRAF, y como se puede ver en la Tabla 1, tres líneas presentaban la mutación y, 
una, la forma silvestre de la proteína. Además, se observó que las líneas derivadas del paciente 86 
presentaban alteraciones cromosómicas que afectaban a la expresión de MHC-I: Ma-Mel-86c sólo 
tenía una copia debido a una deleción en el cromosoma 6; mientras que Ma-Mel-86f presentaba una 
deleción del gen de β-2 microglobulina, por lo que era incapaz de expresar MHC-I en su superficie.  
También se genotiparon los alelos del NKG2D-L, MICA, que expresaba cada línea celular. Debido a 
que MICA se encuentra codificado en la misma región cromosomal que MHC, Ma-Mel-86c también 
había perdido un alelo de MICA, que sí está presente en la línea Ma-Mel-86f, procedente del mismo 
paciente. La mayoría de los pacientes presentaban alelos de MICA del grupo A5.1 en homocigosis o 
heretocigosis con alelos del grupo A5, resultado que era de esperar ya que, como se comentó en el 
apartado anterior, son  alelos muy frecuentes en distintas poblaciones mundiales. Además, es 
importante conocer el tipaje MICA porque, como ya se ha visto en el capítulo anterior, esto va a 
determinar si MICA se liberará o no en exosomas. 
 
A continuación, se analizaron por citometría de flujo los niveles de expresión en superficie de 
ligandos activadores para células NK, como los ligandos de NKG2D y DNAM-1, así como ligandos 
inhibidores, como MHC-I (Figura 28). Se puede comprobar la baja y nula expresión de MHC-I en 
las células Ma-Mel86c y Ma-Mel-86f, respectivamente, consecuencia de las mutaciones 
cromosómicas (Tabla 1). Además, todas las líneas de melanoma estudiadas expresaban los NKG2D-
L, MICA y ULBP2. ULBP3 se expresaba en tres de las líneas, y ULBP1 no se expresaba en ninguna. 
Tabla 1. Caracterización de líneas celulares derivadas de metástasis de pacientes de melanoma.  
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También se analizó la expresión de los ligandos de DNAM-1, CD155 (receptor del poliovirus, PVR) 
y CD112 (Nectina-2), ya que se ha demostrado que las interacciones entre este receptor y sus 
ligandos, median el reconocimiento y lisis de células de melanoma humanas por parte de las células 
NK (Casado et al., 2009; Lakshmikanth et al., 2009). Todas las líneas de melanoma eran positivas 
para estas moléculas de adhesión, y los niveles de expresión variaban levemente entre ellas. 
Por lo tanto, se partió de un panel de líneas de melanoma derivadas de metástasis de pacientes, 
con o sin mutación en BRAF, y que expresan de manera diferencial NKG2D-L, ligandos de DNAM-
1 y MHC-I. 
 
 
3.2 Efecto del tratamiento con vemurafenib en la expresión de ligandos de NK en 
células de melanoma 
3.2.1 El tratamiento con vemurafenib afecta a la expresión de ligandos implicados en la 
activación de las células NK 
Para estudiar el efecto de la inhibición de BRAF en las células de melanoma, se realizaron 
tratamientos con vemurafenib (PLX 4032, referido en adelante como PLX) 1 µM durante 48 horas, 
utilizando el diluyente del inhibidor, DMSO, como control negativo de tratamiento.  
Figura 28. Expresión en superficie de MHC-I, ligandos de NKG2D y DNAM-1 en líneas de melanoma. Se 
muestra intensidad de fluorescencia de las proteínas indicadas por citometría de flujo, en las líneas de melanoma Ma-
Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b (MM103b). El control de isotipo se 
muestra en gris y la señal de cada anticuerpo con línea negra. 
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En primer lugar, para comprobar el efecto específico del inhibidor sobre las células mutantes para 
BRAF, se realizaron ensayos MTT [Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol] para 
comprobar su actividad metabólica, como reflejo de su efecto en proliferación y viabilidad celular 
(Figura 29A). Como era de esperar, la actividad metabólica disminuyó con el tratamiento sólo en las 
líneas mutantes para BRAF, pero no en la línea no mutante. Esta disminución de la actividad 
metabólica podría deberse a una bajada en la proliferación o un aumento en la muerte de las células 
mutantes tratadas con PLX. Se evaluó, mediante citometría de flujo, el porcentaje de células que se 
encontraban en apoptosis y necrosis, por los niveles de anexina V y la sonda de muerte 7-AAD, 
respectivamente, para comprobar si había cambios en los niveles de muerte con el tratamiento 
(Figura 29B). Pese a que se analizaron las células que eran positivas para anexina y las 
subpoblaciones que eran 7-AAD negativas o positivas, ninguna de estas poblaciones presentó una 
diferencia significativa con el tratamiento de células mutantes para BRAF. Este resultado indica que 
los menores niveles de la actividad metabólica no se pueden relacionar con un aumento en la muerte 
celular tras 48 horas de tratamiento, aunque si las células tratadas con el inhibidor hubieran muerto a 
tiempos más cortos, este método de detección de viabilidad por citometría de flujo no las podría 
detectar.  
 
Figura 29. Actividad metabólica y ensayos de muerte en células de melanoma tratadas con PLX. (A) Ensayo 
MTT para medir actividad metabólica. Se representa la media y la SEM de la lectura a una densidad óptica (DO) de 
554 nm tras 48 horas de tratamiento con DMSO (control negativo) o PLX 1 µM relativizada a los niveles de DMSO de 
dos experimentos con cuatro réplicas. (B) Ensayo de muerte celular por citometría de flujo. Se representa la media y la 
SEM del porcentaje del total de células positivas para anexina (izquierda), o subdividiendo en las 7AAD negativas 
(centro) o positivas (derecha) tras 48 horas de tratamiento con DMSO o PLX 1 µM. Para el análisis estadístico, se 
aplicó el test t de Student para muestras pareadas, *** p<0,001, n.s. no significativo. (n=2 para MM86c y MM86f) 
(n=3 para MM55 y MM103b). Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b 
(MM103b). 
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A continuación, se analizó por citometría de flujo el efecto de PLX en la expresión en superficie 
de moléculas importantes para el reconocimiento y la activación de las células NK, como MHC-I y 
ligandos de receptores activadores, como NKG2D y DNAM-1. Como muestra la Figura 30, el 
tratamiento con PLX indujo una disminución en la intensidad de fluorescencia de los NKG2D-L, 
MICA y ULBP3, en la superficie celular de las células mutantes para BRAF, sin embargo, no hay 
cambios en las células no mutantes. Los cambios en la intensidad de fluorescencia de ULBP2 eran 
más variables, siendo estadísticamente significativa la bajada en Ma-Mel-86f. En cambio, lo 
contrario ocurre con los niveles de MHC-I: las células mutantes para BRAF tratadas con el inhibidor 
presentaban más MHC-I en su superficie, mientras que ocurría lo contrario en las células no 
mutantes. El efecto de PLX en MICA y ULBP3, también fue observado con el ligando de DNAM-1, 
CD155, ya que disminuyó con el tratamiento en las líneas mutantes, mientras que CD112 no parecía 
verse afectado, tan sólo levemente en la línea celular Ma-Mel-55. Los efectos de este tratamiento en 
las moléculas estudiadas pueden ser de gran relevancia ya que, si disminuyen en la superficie 
ligandos activadores de células NK y, por el contrario, aumentan los ligandos inhibidores, esto 
podría tener consecuencias en la activación de las célulasNK, al disminuir las señales activadoras y 
aumentar las inhibidoras.  
Posteriormente, se estudiaron los cambios en la expresión de los NKG2D-L, analizando los 
niveles de proteína total en lisados de las líneas de melanoma tratadas durante 48 horas con PLX por 
Western blot. La reducción en los niveles de MICA total, en las células mutantes para BRAF tratadas 
con PLX fue clara (Figura 31A). También se analizó por Western blot la cantidad de proteína total de 
ULBP2 y ULBP3 en lisados celulares, pero no se detectó ninguna banda específica para dichas 
proteínas (datos no mostrados).  
Debido a que las líneas de melanoma presentaban diferentes alelos de MICA (Tabla 1), se decidió 
estudiar si la bajada en MICA total observada se debía a algún alelo en particular. Como ya se 
observó en el apartado 1 de resultados, digiriendo con endoglicosidasa F, se pueden distinguir los 
productos de los diferentes alelos de MICA en los lisados de las células de melanoma. Así, se lisaron 
células de las líneas de melanoma tras 48 horas de tratamiento con PLX, se trataron con 
endoglicosidasa F y se analizaron por Western blot. Se observó que se detectaba la banda 
correspondiente al alelo del grupo A5 (flecha negra), con un peso molecular más alto que los A5.1 
(flecha y cabeza de flecha gris), según correspondía al tipaje. Todas las células de melanoma 
analizadas presentaban al menos una copia de un alelo A5.1: en homocigosis (Ma-Mel-55), en 
hemicigosis (Ma-Mel-86c) o en heterocigosis con un alelo A5 (MA-Mel-86f y Ma-Mel-103b) 
(Figura 31B) (Tabla 1). En cuanto al efecto de PLX, parecía afectar a todas las bandas de los 
distintos alelos. 
                                                    Resultados 




Figura 30. Nivel de expresión de ligandos de NKG2D, MHC-I y ligandos de DNAM-1 en células de melanoma 
tratadas con PLX. Se analizaron las MFI de las diferentes proteínas por citometría de flujo en las distintas líneas 
celulares tratadas con  DMSO (control negativo) o PLX 1 µM durante 48 horas. Se representa la media y la SEM de la 
MFI relativizada a los niveles de DMSO. La MFI del control de isotipo se restó. Para el análisis estadístico, se aplicó el 
test t de Student para muestras pareadas, *p<0,05 **p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 n.s. no significativo. (n≥3). 
Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b (MM103b). 
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Figura 31. Nivel de expresión total de los alelos de MICA en células de melanoma tratadas con PLX. (A) Análisis 
por Western blot de lisados sin digerir  o (B) digeridos con endoglicosidasa F de células Ma-Mel55 (MM55), Ma-Mel-
86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) o Ma-Mel103b (MM103b) tratadas con DMSO (-) o  PLX 1 µM (+) durante 48 
horas. Se muestran las incubaciones con anticuerpos anti-MICA y anti-β-actina como control de carga. Estos 
experimentos se repitieron cuatro veces. Las bandas de MICA pertenecientes a MICA*019 se identifican con una 
flecha negra, la de MICA*008 anclada a membrana con flecha gris, y la de MICA*008 soluble con punta de flecha 
gris. Se indica el peso de los marcadores de peso molecular en kDa. 
  
En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con vemurafenib reduce la expresión en 
superficie de NKG2D-L y el ligando de DNAM-1, CD155. Además, se ha comprobado la reducción 
en los niveles de MICA total. La reducción de los niveles de receptores activadores de células NK y 
el aumento de la expresión de MHC-I, ligando de receptores inhibidores, causados por el tratamiento 
con vemurafenib podrían influir en la capacidad citotóxica de las células NK frente a células de 
melanoma tratadas con el inhibidor de BRAF, ya que el equilibrio entre señales activadoras e 
inhibidoras, se vería desplazado hacia una inhibición de la respuesta de estas células. 
3.2.2 La cinética del efecto de vemurafenib en los ligandos activadores está ligada a la 
proliferación 
Una vez comprobado el efecto del tratamiento con vemurafenib durante 48 horas en las células 
metastásicas de melanoma, se pasó a evaluar su cinética de acción. En primer lugar, se estudió el 
efecto en la proliferación celular a tiempo real, utilizando la tecnología xCELLigence RTCA
TM 
(Real 
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Time Cell Analysis). Esta plataforma utiliza la monitorización de la impedancia eléctrica para medir 
la densidad celular, en tiempo real y de manera indirecta. Como se puede observar en las curvas del 
índice celular (Figura 32), la línea Ma-Mel-55 presentaba, a tiempos más cortos, mayor diferencia 
entre las células tratadas con PLX y DMSO, en comparación con las líneas Ma-Mel-86c y Ma-Mel-
86f, en las que los cambios se apreciaban tras 36-48 horas de tratamiento. Además, también se puede 
observar que las curvas con inhibidor y control seguían la misma trayectoria en las células no 
mutantes, Ma-Mel-103b, confirmando que el inhibidor no tiene efecto en la proliferación de las 
células no mutantes. Este resultado demuestra que las diferentes líneas mutantes para BRAF 
presentaban distintas cinéticas en los efectos del vemurafenib en la proliferación de las células.  
 
A continuación, se estudió la cinética del efecto del tratamiento en la expresión en superficie de 
los ligandos de las células NK más susceptibles a vemurafenib. Así, se trataron las células de 
melanoma con el inhibidor durante 1, 24 y 48 horas a una concentración de 1 µM (Figura 33). No se 
observaron cambios en la intensidad de fluorescencia de MICA, CD155 y MHC-I en la superficie 
celular tras una hora de tratamiento. Sin embargo, la disminución en los niveles de las líneas 
mutantes para BRAF empezó a ser evidente a las 24 horas de tratamiento, siendo estadísticamente 
significativo para CD155 y MHC-I en Ma-Mel-103b y MICA en Ma-Mel-55, y mucho más 
pronunciado a las 48 horas post-tratamiento. Resulta llamativo observar que, tras 24 horas de 
tratamiento con PLX, el cambio en MICA sólo era estadísticamente significativo en la línea Ma-Mel-
Figura 32. Proliferación medida con xCELLigence RTCA
TM
 en células de melanoma tratadas con PLX. Las 
células de melanoma se plaquearon y el índice celular se monitorizó en tiempo real. Se representan las curvas del 
índice celular normalizado al inicio del tratamiento. Se indican mediante flechas, los tiempos correspondientes al 
inicio del tratamiento con PLX o DMSO, en el caso del control, y las 24 horas y 48 horas tras el tratamiento. Se 
muestra el resultado de cuatro réplicas, de un experimento representativo de un total de tres. 
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55, lo cual coincide con el rápido efecto de vemurafenib en la cinética de proliferación de esta línea 
celular. 
 
Debido a que vemurafenib es un inhibidor de la forma BRAF que tiene la mutación V600E, para 
comprobar la inhibición de la ruta a los distintos tiempos de tratamiento, se analizaron los niveles de 
p-ERK por Western blot, como ejemplo de proteína que señaliza por debajo de BRAF en la ruta de 
señalización. En paralelo también se analizó MICA total, así como ERK total y GAPDH como 
controles de carga. Como muestra la Figura 34, mientras que la cinética de los cambios en MICA fue 
similar a la observada por citometría de flujo, los niveles de p-ERK sólo se encontraron disminuidos 
a tiempos cortos, una cinética mucho más rápida que la que muestra MICA, CD155 y MHC-I. El 
hecho de que, a tiempos más largos, p-ERK aumentara, indica que, probablemente, estas líneas 
celulares desarrollan mecanismos de resistencia al tratamiento. Además se puede observar cómo, 
incluso a tiempos cortos, había células más resistentes a la inhibición de la ruta, como la línea Ma-
Mel-86f, en la cual no se apreció la disminución en p-ERK. En cambio, la línea no mutante para 
BRAF, Ma-Mel-103b, inicialmente tenía menos p-ERK, aumentando a tiempos largos de 
tratamiento. Este aumento en p-ERK cuando se tratan con inhibidores de BRAF células sin la 
mutación ya fue descrito previamente (Joseph et al., 2010; Søndergaard et al., 2010; Yang et al., 
2010).  
Figura 33. Cinética del cambio en expresión en superficie de MICA, CD155 y MHC-I en células de melanoma 
tratadas con PLX. Se analizaron las MFI de las diferentes proteínas por citometría de flujo en las distintas líneas 
celulares tratadas con DMSO (control negativo) o PLX 1 µM durante 1, 24 y 48 horas. Se representa la media y la 
SEM de la MFI relativizada a los valores de DMSO. La MFI del control de isotipo se restó. Para el análisis estadístico, 
se aplicó el test t de Student para muestras pareadas, *p<0,05 **p<0,01, *** p<0,001, n.s. no significativo. (n=3). Ma-
Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b (MM103b). 
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Posteriormente, para comprobar la estabilidad de los cambios de expresión debidos al tratamiento 
con PLX durante 48 horas, se retiró el inhibidor de los cultivos y se analizaron por citometría de 
flujo los niveles de MICA y MHC-I en el momento de retirar el inhibidor y, 24 y 48 horas después 
de haberlo retirado. Como se observa en la Figura 35, incluso 48 horas después de la retirada del 
inhibidor no hubo una recuperación clara de las proteínas estudiadas, excepto en la línea Ma-Mel-
103b, que parecía recuperar los niveles de MHC-I y, tras 24 horas sin PLX, aumentaba los niveles de 
MICA. Este resultado indica que los cambios en la expresión de estas moléculas, tras el tratamiento 
con PLX, parecen estables, aunque sería interesante analizar también otras proteínas para poder 
obtener resultados concluyentes sobre su estabilidad. 
Figura 34. Cinética del nivel de expresión total de MICA y p-ERK en células de melanoma tratadas con PLX. 
Análisis por Western blot de lisados de las distintas líneas celulares de melanoma tratadas con DMSO (-) o  PLX 1 
µM (+) durante 1, 24 ó 48 horas. Se muestran las incubaciones con anticuerpos anti-MICA, anti-p-ERK y, anti-ERK y 
anti-GAPDH como controles de carga. Se muestra un experimento representativo de dos. Se indica el peso de los 
marcadores de peso molecular en kDa. 
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En conjunto estos datos reflejan que la cinética de los efectos del tratamiento con vemurafenib en 
la expresión de MICA, CD155 y MHC-I, se pueden relacionar con la cinética del efecto en la 
proliferación celular, siendo ambas más lentas que la inhibición en la ruta de activación de las 
quinasas Ras-Raf-Erk, ya que parece que la ruta se reactiva, posiblemente debido a mecanismos de 
resistencia relacionados con rutas alternativas. 
3.2.3 Las células NK son menos citotóxicas frente a células de melanoma tratadas con 
vemurafenib 
Tras observar los efectos de vemurafenib en ligandos importantes para la activación de las células 
NK, se estudió la respuesta de estas células frente a células de melanoma tratadas con el inhibidor. 
Para ello, se realizaron experimentos funcionales analizando la liberación de gránulos líticos, 
utilizando células NK activadas in vitro autólogas (del paciente 86) o heterólogas (de donantes 
sanos), en este último caso, se bloquearon las moléculas MHC-I para evitar una variación en las 
respuestas de distintos donantes debidas a las diferencias en la expresión de KIR.  
Como muestra la Figura 36A, se observó una disminución en el porcentaje de células NK 
positivas para LAMP1 cuando se enfrentaron a células de melanoma mutantes para BRAF que 
habían sido previamente tratadas con PLX durante 48 horas. En cambio, este efecto no se observó 
con la línea no mutante para BRAF. En el caso de los experimentos en condiciones autólogas, el 
efecto fue similar, ya que el porcentaje de células positivas para LAMP1 frente a células tratadas con 
el inhibidor se redujo aproximadamente un 40% (Figura 36B).  
Figura 35. Nivel de expresión de MICA y MHC-I en células de melanoma tras retirar el tratamiento con PLX. 
Se analizaron por citometría de flujo las MFI de las diferentes proteínas en las distintas líneas celulares tratadas con 
DMSO (control negativo) o PLX 1 µM durante 48 horas (48H PLX), y tras 24 y 48 horas después de retirar el 
tratamiento (24H sin PLX y 48H sin PLX). Se representa la MFI relativizada a los valores de DMSO. La MFI del 
control de isotipo se restó. (n=2 para MHC-I, n=1 para MICA).  
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En este último experimento, además se puede observar que el tratamiento con PLX no afectó a la 
capacidad de las células NK para liberar gránulos líticos. Para ello, se trataron las células NK con 
PLX durante 48 horas antes del experimento y durante la co-incubación. No se apreció ninguna 
diferencia entre los porcentajes de células NK positivas para LAMP1 tratadas con DMSO o PLX. 
Este resultado indica que la reducción en la respuesta de las células NK se debe a la alteración en el 
equilibrio de ligandos de receptores activadores e inhibidores, expresados por las células de 
melanoma, provocada por el tratamiento con PLX. Esta reducción en la actividad NK podría estar 
implicada en un mecanismo de resistencia al inhibidor en fases tempranas del tratamiento, ya que las 
células de melanoma tratadas con PLX podrían escapar de la acción lítica de las células NK. 
Figura 36. Liberación de gránulos líticos de células NK frente a células de melanoma tratadas con PLX.  Se 
realizaron experimentos de liberación de gránulos líticos co-incubando células de melanoma que habían sido 
tratadaspreviamente con DMSO (círculos) o PLX (cuadrados) durante 48 horas, con células NK a una ratio 1:2 
(efectora:diana) durante 2 horas. Se representa el porcentaje de células NK que está liberando gránulos como % 
LAMP-1+ en la región de linfocitos CD3-CD56+ por citometría de flujo. (A) Los símbolos representan los resultados 
obtenidos con las células NK de donantes diferentes. (B) Se utilizaron células NK del paciente 86, tratándolas 
previamente con DMSO o PLX 48 horas y durante el experimento, co-incubándolas con Ma-Mel 86f, tratadas 
previamente con DMSO o PLX durante 48 horas. Se representa el porcentaje de células NK LAMP1+, relativizado a 
los niveles con DMSO. Los símbolos representan los resultados obtenidos de distintos experimentos. Para el análisis 
estadístico, se aplicó el test t de Student para muestras pareadas, *p<0,05 **p<0,01, n.s. no significativo. (n=4 en A; 
n=3 en B). Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b (MM103b). 
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3.2.4 Los efectos de Vemurafenib pueden ser revertidos con inhibidores de desacetilasas 
de histonas. 
Los resultados anteriores demuestran que el tratamiento con vemurafenib hace a las células de 
melanoma menos susceptibles a la acción de las células NK. Sin embargo, datos previos del 
laboratorio y de otros grupos, demostraron que tratamientos con otros quimioterapéuticos frente al 
cáncer pueden aumentar la inmunogenicidad de células tumorales, aumentando la expresión de 
NKG2D-L (Armeanu et al., 2005; Butler et al., 2009). Por ejemplo, los inhibidores del proteasoma, 
utilizados para el tratamiento del mieloma múltiple, aumentan los NKG2D-L en superficie de varias 
líneas celulares (Moreau et al., 2012; Valés-Gómez et al., 2008); también, los inhibidores de 
desacetilasas de histonas, actualmente en desarrollo para su uso como agente quimioterapéuticos en 
cáncer (West et al., 2014), aumentan la expresión de NKG2D-L (Skov et al., 2005).  
Si el uso de dichos tratamientos compensara la bajada de los NKG2D-L debida a los tratamientos 
con PLX, podrían ser de gran utilidad para evitar la reducción en la actividad de las células NK. Por 
ello, se estudió el efecto del tratamiento con MG132, como inhibidor del proteasoma, y butirato 
sódico, como inhibidor de desacetilasas de histonas, en las líneas de melanoma metastásico.  
En primer lugar, se analizó la viabilidad de las células de melanoma tras el tratamiento a 
diferentes concentraciones de estos inhibidores durante 16-18 horas. Para ello, se analizó la 
incorporación de la sonda de muerte 7-AAD por citometría de flujo (Figura 37A), observando que 
dicho tratamiento no aumentaba significativamente la muerte celular.  
A continuación, se estudió la expresión de los NKG2D-L por citometría de flujo tras utilizar estos 
inhibidores (Figura 37B). El tratamiento con MG132 únicamente aumentó los niveles de MICA en 
Ma-Mel-55 a una concentración de 50 nM; mientras que ULBP2, incluso disminuyó a 
concentraciones crecientes. Este resultado, indica que MG132 no aumenta de manera consistente los 
NKG2D-L en la superficie de estas líneas celulares. Sin embargo, el tratamiento con butirato sódico, 
aumentó la expresión de todos los NKG2D-L en la superficie de las células de melanoma, siendo 
mayor a concentraciones crecientes. Además, esto ocurría tanto en líneas mutantes para BRAF, 
como no mutantes. También se analizó la intensidad de fluorecencia de los ligandos de DNAM-1, 
CD155 y CD112, y MHC-I, tras el tratamiento con butirato sódico (Figura 37C). Mientras que 
CD155 no variaba de manera consistente, sí qie parece haber un aumento en los niveles de expresión 
de CD112 y MHC-I en superficie tras el tratamiento con butirato sódico, a pesar de que dichas 
diferencias no son estadísticamente significativas para todas las líneas celulares. 
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Figura 37. Titulación del tratamiento con MG132 y butirato sódico en células de melanoma. Las líneas de 
melanoma Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c) y Ma-Mel-103b (MM103b) se trataron con MG132 o butirato 
sódico durante 18 horas a las concentraciones indicadas. Se utilizó agua como control negativo de tratamiento. (A) 
Viabilidad de las células medida por citometría de flujo como % de células positivas para 7-AAD. (B) MFI analizada 
por citometría de flujo de MICA, ULBP2 y ULBP3 tras los tratamientos. En el caso del tratamiento con butirato se 
representa la MFI relativizada al nivel del agua. (C) Nivel de expresión de CD155, CD112 y MHC-I tras el tratamiento 
con butirato medido por la MFI. (A,B)  Se muestra un experimento representativo, para MG132; la media y la SEM, en 
el caso del butirato. La MFI del control de isotipo se restó. Para el análisis estadístico, se aplicó el test t de Student para 




Debido a que el aumento en los NKG2D-L era más evidente con butirato sódico a una 
concentración de 5 mM, y no parecía afectar a la viabilidad celular, se continuó con este tratamiento 
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para probar su combinación con vemurafenib y estudiar si se compensaban los efectos de éste. La 
combinación de ambos fármacos se mantuvo durante 24 horas, ya que se observó que era muy tóxico 
para las células si se mantenía durante 48 horas (datos no mostrados).  
Primero, se estudió el efecto que tenía la combinación de tratamientos en la actividad metabólica 
de las células mediante ensayos MTT. Para ello, se trataron las líneas de melanoma con los 
diluyentes de ambos tratamientos (DMSO y agua) como control negativo o blanco, con PLX, con 
butirato sódico y con la combinación de ambos tratamientos (Figura 38A). Se observó que el 
tratamiento con PLX durante 24 horas disminuía la actividad metabólica en las líneas mutantes para 
BRAF como ocurría tras 48 horas de tratamiento (Figura 29A), mientras que el tratamiento con 
butirato sódico durante 24 horas sólo bajaba la actividad metabólica en la línea Ma-Mel-55, la 
aumentaba en la línea no mutante de BRAF, o la mantenía igual que en el control para las demás 
líneas. Además, el tratamiento con la combinación de inhibidores también afectó a la actividad 
metabólica dependiendo de la línea celular: Ma-Mel-55 y Ma-Mel-86c, mostraron una disminución 
en la actividad metabólica, incluso mayor que con PLX; Ma-Mel-86f presentó una reducción similar 
a la provocada con el tratamiento con PLX; por el contario, en la línea Ma-Mel-103b, el efecto se 
pareció al inducido con butirato. Estos datos sugieren que el mantenimiento de una actividad 
metabólica disminuida en las células de melanoma mutantes para BRAF tratadas con la combinación 
de inhibidores podría favorecer el control del crecimiento tumoral. 
Los niveles de expresión de NKG2D-L aumentaron cuando se trataban con la combinación de 
inhibidores (Figura 38B). Aunque el aumento de los ligandos con la combinación de tratamientos se 
observa de manera clara, no es estadísticamente significativo para todos los ligandos en todas las 
líneas de melanoma. También se analizó la intensidad de fluorescencia de los ligandos de DNAM-1, 
CD155 y CD112, la cual aumentaba con la combinación en ambos ligandos de DNAM-1, pese a que 
en tratamientos cortos no se veían diferencias tratando con butirato sódico (Figura 38C). Por otra 
parte, no se observaron cambios en la intensidad de fluorescencia de MHC-I con estos tratamientos 
(Figura 38C). Estos resultados indican que, por lo general, se detecta un aumento en los ligandos 
activadores de las células NK estudiados cuando se trata con la combinación de inhibidores, 
demostrando así que el efecto del tratamiento con butirato es capaz de revertir la disminución en el 
nivel de estos ligandos provocada por el tratamiento con PLX. 
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Una vez observado el efecto del tratamiento con la combinación de ambos inhibidores, se estudió 
si este aumento de ligandos de receptores activadores de células NK se traducía en un aumento de su 
respuesta frente a las células de melanoma tratadas con la combinación de butirato sódico y PLX. 
Para ello, se realizaron experimentos funcionales analizando la liberación de gránulos líticos, 
utilizando células NK heterólogas activadas in vitro, como células efectoras y como células diana, 
las diferentes líneas de melanoma, sin tratar o tratadas con PLX y butirato sódico de manera 
individual o en combinación durante 24 horas. Se bloqueó MHC-I para evitar la variación de las 
Figura 38. Efecto de la combinación de tratamientos PLX 1 µM y butirato sódico 5 mM durante 24 horas en 
células de melanoma. Las líneas de melanoma Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y 
Ma-Mel-103b (MM103b) se trataron con agua y DMSO, como control negativo (BLANCO), PLX 1 µM, Butirato 
sódico 5 mM (BUT) o con la combinación de ambos (PLX+BUT) durante 24 horas. (A) Ensayo MTT para medir 
actividad metabólica. Se representa la media y la SEM de la lectura a una densidad óptica (DO) de 570 nm y 
relativizada a los niveles del blanco de dos experimentos con cuatro réplicas. (B) Se representa la media y la SEM del 
nivel de expresión medido por la MFI relativizada al nivel del blanco de MICA, ULBP2, ULBP3 y (C) los ligandos de 
DNAM-1, CD155 Y CD112, y MHC-I tras los tratamientos. La MFI del control de isotipo se restó. Para el análisis 
estadístico, se aplicó el test t de Student para muestras pareadas, *p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 (n≥3) En (A) y (C) 
sólo se representan los p-valores relacionados con el tratamiento de la combinación  
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respuestas entre donantes. Como se observa en la Figura 39, el porcentaje de células NK positivas 
para LAMP1 aumentó frente a las células tratadas con la combinación de inhibidores, tanto en 
células con la forma silvestre de BRAF, como con la forma mutada. Sin embargo, estas diferencias 
no son estadísticamente significativas para la línea Ma-Mel-86f, posiblemente debido a los altos 
niveles de activación que se observan frente a esta línea celular. 
 
 
Estos datos indican que la combinación del tratamiento de PLX con butirato sódico es capaz de 
recuperar el equilibrio de señales necesarias para la activación de las células NK. Esta terapia 
combinada podría utilizarse para combatir el posible mecanismo de evasión a la acción de las células 
NK observado tras el tratamiento con vemurafenib 
3.3 Efecto del tratamiento con vemurafenib en la liberación de los ligandos de 
NKG2D 
Una vez analizado el efecto del tratamiento con PLX en los ligandos de NKG2D en las células de 
melanoma, se podría pensar que la bajada de estas moléculas se debiera a su liberación al medio 
extracelular. Como ya se ha descrito anteriormente, los NKG2D-L pueden ser liberados mediante 
dos mecanismos: reclutados en exosomas, o liberados como moléculas solubles por la acción de 
metaloproteasas. Ambas opciones pueden ocasionar el bloqueo del receptor NKG2D o su 
internalización, modulando, de esta manera, la función de las células NK, y constituyendo un 
mecanismo de evasión inmunológica tumoral.  
3.3.1 Los exosomas derivados de células de melanoma expresan MICA y antígenos de 
melanoma 
En primer lugar, para estudiar los ligandos que podrían ser liberados por las células de melanoma, 
se caracterizaron los exosomas liberados por estas líneas celulares. Los exosomas se purificaron de 
Figura 39. Liberación de gránulos líticos de células NK frente a células de melanoma tratadas con la 
combinación de inhibidores.  Se realizaron experimentos de liberación de gránulos líticos co-incubando células de 
melanoma tratadas con agua y DMSO, como control negativo (BLANCO), PLX 1 µM, butirato sódico 5 mM (BUT) o 
la combinación de ambos (PLX+BUT) con células NK de donantes sano a una ratio 1:2 (efectora:diana) durante 2 




+ por citometría de flujo en gráfico de cajas y bigotes . Para el análisis estadístico, se aplicó el test 
t de Student para muestras pareadas, *p<0,05, **p<0,01, n.s. no significativo. (n=4). 
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los sobrenadantes de los cultivos celulares de Ma-Mel-86c, mediante ultracentrifugación, y se 
visualizaron por microscopía electrónica de transmisión (Figura 40A). Las vesículas purificadas 
mostraron la típica forma redondeada y un tamaño de alrededor de 50-200 nm de diámetro. El 
tamaño de los exosomas también se midió utilizando Nanosight, basado en tecnología NTA 
(Nanoparticle Tracking Analysis), siendo el tamaño medio de los exosomas de cada línea celular: de 
Ma-Mel-55 169,5±0,4 nm, Ma-Mel-86c 193,1±11,6 nm, Ma-Mel-86f 202,3±21,5 nm y Ma-Mel-103 
b 191±4,6 nm. 
 
A continuación, se analizó la composición de los exosomas mediante Western blot, comenzando 
por la presencia de marcadores típicos de exosomas, como son las tetraspaninas CD9, CD81 y CD63 
(Figura 40B). Se observó que los exosomas derivados de Ma-Mel-86c expresaban todas ellas, 
aunque claramente estaban enriquecidos en CD81 y CD9, al compararlos con los lisados. La 
expresión de estas moléculas también se comprobó en las demás líneas celulares (datos no 
mostrados). Además, se demostró la expresión del NKG2D-L, MICA, en los exosomas. Por último, 
se estudió la presencia de antígenos propios de melanoma, como GP100, MelanA y Tirosinasa. A 
pesar de que no se observó expresión de GP100 (datos no mostrados), los exosomas de Ma-Mel-86c 
expresaban MelanA y Tirosinasa, aunque en menor cantidad que los lisados de las mismas células 
(Figura 40C). 
Figura 40. Caracterización de exosomas derivados de Ma-Mel-86c. Los exosomas se purificaron por 
ultracentrifugación de los sobrenadantes de los cultivos celulares. (A) Imagen representativa tomada por microscopía 
electrónica de transmisión. Se indica referencia de tamaño de 100 nm (extremo inferior izquierdo). (B, C) Análisis por 
Western blot de lisados (L) y exosomas (E) de Ma-Mel-86c. (B) Se muestran las incubaciones con anticuerpos anti-
MICA, anti-CD81, anti-CD63 y anti-CD9. (C)  Se muestran las incubaciones con anticuerpos anti-tirosinasa, anti-
MelanA, anti-CD9 (como control positivo de exosomas). Se muestra un experimento representativo de tres. Se indica 
el peso de los marcadores de peso molecular en kDa. 
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En conjunto, estos datos demuestran que los exosomas derivados de la línea de melanoma Ma-
Mel-86c presentan las características propias de los exosomas, como tamaño, forma y expresión de 
tetraspaninas, además de MICA y antígenos de melanoma. 
3.3.2 El tratamiento con vemurafenib reduce los niveles de MICA en los exosomas 
derivados de las  células de melanoma 
Para estudiar el efecto que podría tener el tratamiento con vemurafenib en los NKG2D-L 
liberados en exosomas, éstos se purificaron de sobrenadantes de células que habían sido tratadas con 
DMSO o PLX durante 48 horas. En primer lugar, se analizaron los cambios en su cantidad o tamaño. 
Debido a que el número de células en el cultivo tras el tratamiento con PLX podía verse afectado, se 
expresó la cantidad de exosomas en función del número de células presente en el cultivo cuando se 
recogieron los sobrenadantes. Como se observa en la Figura 41, no había cambios significativos, ni 
en el diámetro ni en la producción de exosomas, cuando las células se trataron con el inhibidor. Sin 
embargo, puede observarse como las líneas celulares Ma-Mel-86c y Ma-Mel-103b producen menos 
exosomas por célula, tanto tratadas como sin tratar. 
 
 
A continuación, se estudió si había diferencias en la composición de los exosomas con el 
tratamiento. Se analizó la expresión de MICA por Western blot en exosomas derivados de células de 
melanoma tratadas durante 48 horas con DMSO o PLX (Figura 42A). Al igual que ocurría en los 
lisados de las células tratadas con PLX (Figura 31A), se detecta una disminución en la cantidad de 
MICA, en los exosomas derivados de estas células. Este cambio es menos evidente en los exosomas 
de la línea Ma-Mel-86f. Sin embargo, los exosomas de la línea Ma-Mel-103b tienen menos cantidad 
de MICA, por lo que no se pueden apreciar bien los cambios con el tratamiento. También se 
Figura 41. Tamaño y cantidad de exosomas liberados por líneas de melanoma tratadas con PLX. Los exosomas 
se purificaron por ultracentrifugación de los sobrenadantes de los cultivos celulares de Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-
86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b (MM103b) tratadas con DMSO o PLX durante 48 horas. (A) Se 
representa la media y SEM del diámetro medio (nm) medido con Nanosight. (B) Se representa la media y SEM del 
número de exosomas dividido entre el número de células (recuperadas de los cultivos de los que se obtuvo los 
sobrenadantes). El número de exosomas se calculó con Nanosight. Para el análisis estadístico, se aplicó el test t de 
Student para muestras pareadas, ninguna  de las diferencias entre DMSO y PLX fueron estadísticamente significativas 
(n=3). 
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analizaron por Western blot los niveles de ULBP2 y ULBP3 en exosomas pero no se detectó ninguna 
banda específica para dichas proteínas (datos no mostrados).  
 
 
Como ya se explicó anteriormente, las distintas líneas de melanoma presentaban diferentes alelos 
de MICA (Tabla 1) y, gracias al tratamiento con endoglicosidasa F, se pudieron distinguir los 
productos de los diferentes alelos de MICA en los lisados de estas células de melanoma por Western 
blot (Figura 31B). Para comprobar qué alelos se encontraban en los exosomas derivados de las líneas 
de melanoma, se trataron con endoglicosidasa F (Figura 42B). De nuevo, se observa que la banda 
que se detecta en los exosomas se corresponde con la proteína anclada a membrana del alelo 
correspondiente al grupo A5.1. Como era de esperar, en aquellas células heterocigotas para los alelos 
de MICA, Ma-Mel-86f y Ma-Mel-103b, no se observó en los exosomas ninguna banda 
correspondiente al alelo del grupo A5. Además, se observa la disminución en los niveles de MICA 
Figura 42. Nivel de expresión de los alelos de MICA en exosomas derivados de células de melanoma tratadas 
con PLX (A) Análisis por Western blot de exosomas tratados o no con endoglicosidasa F (B) derivados de células Ma-
Mel55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) o Ma-Mel103b (MM103b) incubadas en presencia de 
DMSO (-) o PLX 1 µM (+) durante 48 horas. Se muestran las incubaciones con anticuerpos anti-MICA y anti-β-actina 
como control de carga. Estos experimentos se repitieron cuatro veces. La banda de MICA perteneciente al grupo A5.1 
anclado a membrana se representa con flecha gris. Se indica el peso de los marcadores de peso molecular en kDa. 
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en las células tratadas con PLX, al igual que en los exosomas sin desglicosilar. El hecho de que la 
cantidad de estas proteínas disminuya en los exosomas derivados de células tratadas con PLX, podría 
ser un reflejo de lo que ocurre a nivel celular, ya que, al bajar el nivel de expresión de MICA en las 
células, podría provocar un menor reclutamiento a exosomas. 
Para comprobar si alguno de los datos anteriores podría extrapolarse a la clínica, se inició un 
estudio en una cohorte pequeña de pacientes de melanoma metastásico con la mutación BRAF y 
tratados con vemurafenib. Se obtuvieron muestras de suero de cuatro pacientes antes del tratamiento, 
3 meses post-tratamiento y, para dos de los pacientes, también al final del tratamiento. Se purificaron 
los exosomas de las muestras de suero mediante ultracentrifugación y se midió la concentración y el 
diámetro de las vesículas con Zetaview (tecnología NTA). Aunque no se detectaron cambios 
evidentes en el tamaño de los exosomas durante el tratamiento, la concentración de exosomas sí 
mostró patrones diferentes, dependiendo del paciente (Figura 43). El paciente 1 mantuvo una 
concentración estable de exosomas, mientras que los pacientes 2 y 3 aumentaron su concentración de 
exosomas durante el tratamiento, y el paciente 4 siguió el patrón contrario. 
 
 
3.3.3 El tratamiento con vemurafenib reduce la liberación de ligandos de ULBP2 
solubles 
Como ya se ha mencionado anteriormente, los NKG2D-L pueden ser liberados al medio 
extracelular incluidos en exosomas, o como consecuencia de la acción de metaloproteasas, siendo 
secretados como proteínas solubles. Por esta razón, a continuación, se estudió el nivel de estos 
ligandos solubles tras el tratamiento con PLX. Para ello, se recogieron los sobrenadantes resultantes 
de la ultracentrifugación de exosomas, procedentes de los cultivos de las líneas de melanoma tras 48 
horas de tratamiento con DMSO o PLX, y se analizó la presencia de MICA, ULBP2 y ULBP3 
Figura 43. Tamaño y concentración de exosomas purificados de suero de pacientes tratados con vemurafenib. 
Los exosomas se purificaron por ultracentrifugación de sueros de cuatro pacientes, antes del tratamiento con 
vemurafenib, tras 3 meses de tratamiento y al final del tratamiento (Pacientes 1 y 2). Cada punto representa la 
muestra de un paciente. Cada símbolo unido por líneas representa un paciente a lo largo del tratamiento. (A) Se 
representa el diámetro medio (nm) medido con Zetaview. (B) Se representa la concentración de exosomas medido 
con Zetaview.  
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mediante ELISA. Pese a que todos ellos se detectaron en los controles positivos (sobrenadantes de 
células CHO transfectadas para estas proteínas) (datos no mostrados), en los sobrenadantes de los 
cultivos de melanoma sólo se detectó ULBP2. Debido a que el número de células en el cultivo tras el 
tratamiento con PLX puede verse afectado, se corrigió el dato de concentración de ULBP2 soluble, 
dividiendo por el número de células presente en el cultivo. Como muestra la Figura 44, la 
concentración de ULBP2 soluble sólo disminuían en la línea Ma-Mel86f, lo cual reflejaría los 
cambios que ocurren a nivel de superficie celular (Figura 30). 
 
 
En conjunto, estos datos indican que el efecto del tratamiento con vemurafenib en la liberación de 
ligandos, como MICA en exosomas y ULBP2 de manera soluble, va ligada a los efectos del 
tratamiento sobre la expresión de estos ligandos en la propia célula.  
Figura 44. Niveles de ULBP2 soluble liberado por líneas de melanoma tratadas con PLX. Se analizó la 
concentración de ULBP2 por ELISA utilizando los sobrenadantes resultantes de la ultracentrifugación de exosomas de 
los cultivos celulares de Ma-Mel-55 (MM55), Ma-Mel-86c (MM86c), Ma-Mel-86f (MM86f) y Ma-Mel-103b 
(MM103b) tratadas con DMSO o PLX durante 48 horas. Se representa la media y SEM de la concentración (ng/ml) por 
cada millón de células. Para el análisis estadístico, se aplicó el test t de Student para muestras pareadas, **p<0,01, n.s. 
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Con el fin de conocer la modulación de la respuesta mediada por los NKG2D-L, y comprender 
los distintos niveles de regulación de estas proteínas, en esta tesis se ha estudiado: 1) la implicación 
de las propiedades bioquímicas de uno de los NKG2D-L en su liberación en exosomas; 2) la 
transferencia de NKG2D-L a células NK tras la sinapsis inmunológica y sus implicaciones 
funcionales; y 3) la modulación de la expresión de NKG2D-L por terapias dirigidas para el 
tratamiento del melanoma que afectan a la actividad NK, así como la liberación de los NKG2D-L al 
medio extracelular. 
1. Estudio bioquímico del ligando MICA*008 y su reclutamiento a exosomas 
MICA*008 pertenece al grupo de alelos de MICA más frecuente en todas las poblaciones 
humanas estudiadas. En este trabajo, se ha demostrado que se ancla a la membrana celular a través 
de GPI y que este anclaje es necesario para su reclutamiento a regiones de membrana específicas, 
llamadas DRM, y a exosomas. Este estudio bioquímico de MICA*008 demuestra, además, que este 
ligando puede presentar dos formas en la célula, ya que tras la digestión con endoglicosidasa F, se 
observan dos bandas que se identifican con: una forma anclada a membrana mediante GPI, y una 
forma no anclada a membrana. El procesamiento de las proteínas GPI implica el corte de la región 
transmembrana, con la que se sintetizan inicialmente, y su unión al GPI preformado dentro del 
retículo endoplasmático (Paladino et al., 2015). En el procesamiento de MICA*008 este proceso es 
muy lento, y parte de la proteína permanece soluble en el lumen del orgánulo, pudiendo ser secretada 
al entrar en una ruta de exocitosis (Ashiru et al., 2013). Se ha demostrado que MICA*008 se ancla 
mediante GPI analizando la expresión de esta proteína en células CHO deficientes en enzimas para la 
síntesis de GPI (Figura 5), y tratando células que expresan MICA*008 de manera endógena, o 
transfectantes, con la enzima PI-PLC (Figura 6). Es importante destacar que los niveles de 
MICA*008 en la superficie celular tras el tratamiento con PI-PLC se reducen un 60%. El hecho de 
que un 40% de MICA*008 permanezca en la superficie celular tras la digestión con PI-PLC, podría 
sugerir un anclaje a la membrana plasmática alternativo. En cambio, hay trabajos que describen 
varios ejemplos de proteínas GPI que son resistentes al corte mediado por PI-PLC, y suele ser debido 
a modificaciones en los ácidos grasos del grupo inositol, aunque la presencia de estos no ha sido 
estudiada en este trabajo. Por ejemplo, estas modificaciones se han descrito en proteínas GPI como: 
DAF (del inglés, Decay-accelerating factor, también conocido como CD55) (Walter et al., 1990), 
acetilcolinesterasa (Roberts et al., 1988) y CD59 (Ratnoff et al., 1992). 
 
MICA*008 es el primer miembro de la familia MIC que se ha descrito como proteína GPI, ya 
que hasta el momento, todos los ligandos pertenecientes a MIC se consideraban proteínas 
transmembrana, por la presencia de una región hidrofóbica al final de la región extracelular (Figura 
45). Sin embargo, la corta región hidrofóbica en MICA*008 es consistente con su anclaje a la 
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membrana del retículo endoplasmático, para su procesamiento por el complejo enzimático que ancla 
el GPI. Es interesante observar que existen proteínas transmembrana y GPI tanto en la familia de los 
ULBP, como en los ligandos de ratón (Nausch y Cerwenka, 2008). ¿Qué consecuencias puede tener 
para la biología de los NKG2D-L estar anclados a la membrana mediante GPI? Los NKG2D-L 
humanos no muestran grandes diferencias en la afinidad al receptor dependiendo del tipo de anclaje 
(Strong y McFarland, 2004). Sin embargo, una de las características comunes de los ligandos GPI, 
parece ser su reclutamiento a regiones DRM. Se ha descrito que los ligandos GPI, ULBP1, 2 y 3 se 
localizan en DRM (Fernández-Messina et al., 2010), y nuestros datos indican que MICA*008 
requiere GPI para su reclutamiento a estas regiones específicas de membrana (Figura 7). Debido a 
que en la sinapsis inmunológica hay una acumulación de DRM (Lou et al., 2000), la presencia de 
ligandos en estas regiones podría relacionarse con su polarización en la sinapsis inmunológica, 
favoreciendo la interacción con el receptor y la respuesta NK. Para estudiar este efecto, Martínez y 
colaboradores modificaron ULBP1 acoplándole la región transmembrana de CD45, demostrando que 
ULBP1 perdía su capacidad de reclutamiento a DRM y disminuía su reconocimiento (Martinez et al., 
2011); en cambio, otros datos indican que las formas transmembrana y GPI de ULBP2 no presentan 
diferencias en su capacidad para activar la respuesta NK (Fernandez-Messina et al., 2011) y tampoco 
ocurre con una forma de MICA, en la que se modificaron los residuos implicados en el reclutamiento 
a DRM (Agüera-González et al., 2011), por lo que es plausible que el anclaje GPI facilite el tráfico a 
la sinapsis. Sin embargo, no se ha demostrado que las células efectoras respondan con mayor 
intensidad frente a células que poseen NKG2D-L con anclaje GPI. Por otro lado, algunos 
mecanismos de evasión virales también parecen afectar de manera diferencial a los NKG2D-L con 
distintos tipos de anclaje. En este sentido, se ha observado que, mientras la proteína UL142 de 
HCMV reduce los niveles de MICA transmembrana pero no MICA*008 (Ashiru et al., 2009), US9 
está implicado en la disminución de los niveles de MICA*008 (Seidel et al., 2015). El hecho de que 
existan proteínas implicadas en la evasión de la respuesta inmunológica específicas para los distintos 
tipos de ligandos, parece indicar que ambos tipos de anclaje ejercieron una presión evolutiva sobre 
los patógenos.  
 
Las diferentes características bioquímicas de MICA*008 implican también diferencias 
funcionales. A pesar de que MICA*008 es muy similar a otros alelos de MICA en su región 
extracelular, como MICA*019, su secuencia en la región transmembrana se ve truncada por una 
mutación que da lugar a un codón de parada, dando lugar a una proteína truncada. Resultados 
previos indicaban que la diferencia en su región C-terminal afectaban a su reclutamiento a DRM y a 
exosomas (Ashiru et al., 2010). Los resultados mostrados en este trabajo indican que el anclaje GPI 
de MICA*008 es responsable de este reclutamiento a regiones ricas en esfingolípidos (Figura 7). 
Esto es consistente con el reclutamiento a exosomas de otras proteínas GPI, como CD55, CD59 o la 
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Figura 45. MICA*008 se ancla a la 
membrana mediante GPI y este anclaje es 
necesario para su reclutamiento a 
exosomas. En las dos familias de NKG2D-L, 
MIC y ULBP, se han descrito proteínas con 
una región transmembrana (TM) y 
citoplasmática (CIT) o ancladas mediante 
Glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), y se liberan 
al medio extracelular formando parte de 
exosomas (EXO) o por la acción de 
metaloproteasas de matriz (MMP). Adaptado 
de López-Cobo et al., 2016. 
 
proteína priónica (revisado en (López-Cobo et al., 2016). A nivel funcional, la liberación de 
MICA*008 en exosomas, de manera multimérica, puede afectar a la respuesta inmunológica, ya que 
se ha observado, en experimentos in vitro, que ligandos liberados en exosomas son más potentes 
disminuyendo los niveles de NKG2D que los ligandos liberados de manera monomérica (Fernández-
Messina et al., 2010). Además, también se ha descrito, en el contexto de trasplantes, que los alelos 
pertenecientes al grupo de MICA*008, A5.1, son más inmunogénicos (Tonnerre et al., 2013). 
 
El descubrimiento del anclaje GPI de MICA*008, no sólo tiene gran relevancia para entender su 
biología, sino también para interpretar los datos sobre NKG2D-L en asociación al avance de distintas 
patologías. Se trata de un ejemplo más que demuestra que no se pueden considerar los NKG2D-L, ni 
tan siquiera todos los alelos de MICA, como equivalentes, evidenciando la importancia de estudiar la 
biología de cada ligando de manera individual. Estas diferencias bioquímicas entre los distintos 
NKG2D-L, demuestran la relevancia de caracterizar no sólo la presencia de NKG2D-L en diferentes 
patologías (por ejemplo, en suero de pacientes de cáncer), sino también el genotipo de MICA, ya que 
de ello va a depender que MICA se libere de manera monomérica o formando parte de exosomas, y 
esto puede estar relacionados con diferentes formas de modular la respuesta inmunológica (Valés-
Gómez, 2015). 
2. Transferencia de los ULBP desde la célula diana a la célula NK 
Los resultados de esta tesis doctoral demuestran que varios NKG2D-L se transfieren desde las 
células diana a células efectoras que expresan NKG2D. Este fenómeno parece corresponder con 
mecanismos de trogocitosis y requiere la interacción entre ambas células a través del receptor. La 
eficiencia de este proceso depende tanto del ligando transferido, como de su abundancia en la célula 
diana y de la actividad citotóxica de la célula NK. Las células NK adquieren los ligandos en su 
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conformación funcional, por lo que pueden ser células diana para otras células NK autólogas y, 
además, retransferir el ligando (Figura 46). 
 
 
Los datos presentados en este trabajo demuestran que los NKG2D-L anclados mediante GPI a la 
membrana plasmática, ULBP1, ULBP2 y ULBP3, se transfieren desde las células diana, tanto 
transfectantes como células tumorales con expresión endógena, a las células NK. El tipo de anclaje a 
membrana de los distintos ligandos no parece regular su transferencia a células NK, tanto por los 
resultados obtenidos en esta tesis (Figura 14, 15), como por los datos en otros trabajos que también 
han definido la transferencia de otros NKG2D-L. Datos previos habían demostrado la transferencia 
de los ligandos humanos transmembrana MICA (McCann et al., 2007) y MICB (Roda-Navarro et al., 
2006); en estos dos casos, también se observaba la transferencia de NKG2D a la células diana. 
Además, durante la preparación de los resultados de esta tesis para su publicación, Nakamura y 
colaboradores definieron la transferencia de los NKG2D-L murinos anclados por GPI, Rae-1 δ y ε 
(Nakamura et al., 2013a). En este último trabajo, también se demostró la transferencia in vivo al 
inyectar células que expresaban estos ligandos en ratones.  
 
El mecanismo por el cual ocurre la transferencia de los ULBP a las células NK se corresponde 
con el denominado trogocitosis. Este fenómeno se define como la transferencia de fragmentos 
Figura 46. Transferencia de ULBP a células NK. (A) Los ULBP se 
transfieren desde la célula diana a la célula NK de una manera 
dependiente de contacto celular, la interacción con el receptor y tras la 
secreción de los gránulos líticos. (B) Los ULBP transferidos se anclan 
en la orientación original en la membrana de la célula NK. (C) Las 
células NK que adquieren ULBP se convierten en células diana para 
otras células NK autólogas, (D) las cuales pueden adquirir, de nuevo, el 
ligando.  
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intactos de membrana plasmática y sus proteínas asociadas de una célula a otra (Joly y Hudrisier, 
2003). Los resultados mostrados cumplen con varias de sus características:  
 La transferencia podría ocurrir a través de intercambio de membranas, ya que los ULBP se 
encuentran en su orientación original y se anclan a la membrana de las células NK mediante un 
anclaje GPI (Figura 12A). Además, a continuación pueden ser reconocidos por otras células NK 
(Figura 26). 
 Se requiere el contacto celular, ya que el uso de membranas semi-permeables impide la 
transferencia (Figura 11).  
 La transferencia de ULBP sigue una cinética rápida, ya que se observa un 10% de células NK 
con ULBP en su superficie tras solo 5 minutos de co-cultivo (Figura 13). 
Como los NKG2D-L se pueden liberar al medio extracelular, mediante el corte por 
metaloproteasas o incluidos en exosomas, cabía pensar que el proceso de trogocitosis pudiera 
modularse por la acción de estos mecanismos de liberación. Sin embargo, la generación de ULBP 
soluble no parece ser el mecanismo de transferencia que observamos aquí, ya que se ha demostrado 
que los ULBP transferidos se encuentran anclados a la membrana de la célula NK mediante GPI, y 
que un tratamiento ácido, que podría liberar ligandos solubles unidos al receptor, no varía los 
porcentajes de células NK que son positivas para ULBP. En cuanto a la transferencia mediada por 
exosomas, en principio, no parece ser el mecanismo que regula la transferencia de los ULBP a las 
células NK estudiada aquí, ya que para que los exosomas se generen, se suelen requerir tiempos más 
largos. No se puede descartar, sin embargo, que la transferencia de ULBP mediada por exosomas 
ocurriera en co-incubaciones durante más tiempo. De hecho, se ha descrito que otras moléculas, 
como MHC, se pueden transferir tanto a través de trogocitosis como en exosomas (Nakayama, 
2014). Sin embargo, la transferencia de proteínas mediada por exosomas suele relacionarse con 
procesos que no necesitan interacción entre células, aunque esto no siempre es así, ya que también se 
ha descrito que puede ocurrir durante la sinapsis inmunológica (Mittelbrunn et al., 2011). 
 
Una duda que podría surgir al observar la expresión de NKG2D-L en las células NK, es la 
posibilidad de que estuviera ocurriendo síntesis de novo. Recientemente se ha publicado que las 
células NK primarias también pueden expresar ULBP2 en su superficie como consecuencia de la 
activación y proliferación con altas dosis de IL-2. Esta expresión de ULBP2 no es dependiente de la 
interacción con NKG2D y no implica la activación de otras células NK (Brennan et al., 2016). En 
cambio, se puede afirmar que la expresión de ULBP que se observa en las células NK en los 
resultados de esta tesis no procede de síntesis de novo, debido a varias evidencias: 1) las células NK 
sin estar co-cultivadas, o co-cultivadas con células diana que no expresan ULBP, no expresan 
ligandos (Figura 8, 9); 2) no se detecta señal de ULBP en células NK cuando se utilizan anticuerpos 
dirigidos frente a un ULBP distinto del expresado por la célula diana (Figura 10 A); 3) se pueden 
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detectar ULBP en la membrana de las células NK con anticuerpos dirigidos frente al epítopo FLAG 
que se encuentra en las construcciones de las transfecciones, demostrando que los ULBP adquiridos 
proceden de las células diana (Figura 10B, C); y 4) las células NK adquieren ULBP tras 5 minutos de 
co-cultivo (Figura 13), siendo un tiempo muy limitado para explicar la síntesis de novo de estas 
proteínas. 
 
La eficiencia de la transferencia de los NKG2D-L depende del ligando transferido, del nivel de 
expresión del ligando en la célula donadora y del estado de activación de las células NK. La 
interacción entre el receptor y el ligando es necesaria para la transferencia de ligandos a las células 
NK, como se demuestra tanto en datos publicados (McCann et al., 2007; Nakamura et al., 2013a; 
Roda-Navarro et al., 2006), como en experimentos aquí mostrados: 1) la transferencia bloqueando el 
receptor (Figura 20); 2) usando quimeras que, en lugar de tener la parte extracelular de los ULBP, 
presentan GFP (Figura 22); o 3) la transferencia de ULBP a linfocitos T que expresan NKG2D 
(Figura 21). Además, también es necesario el contacto celular para la transferencia de los ligandos a 
las células NK (Figura 11). La necesidad de interacción entre ambas células, con interacción 
receptor-ligando, y la condición de activación de la célula NK (Figura 18), sugieren la necesidad de 
la formación de una sinapsis inmunológica citotóxica para la transferencia de ligandos. Asimismo, 
esta actividad citotóxica se demuestra con la relación entre la liberación de gránulos líticos y la 
transferencia (Figura 19): las células NK que no adquieren ULBP, no liberan gránulos; mientras que 
aquellas que adquieren ULBP pueden haberlos liberado o no, siendo estas últimas, las células que 
adquieren menos ULBP. El hecho de que haya células NK que adquieren ULBP pero no liberen 
gránulos podría deberse a que, aunque hayan interaccionado, las células NK no han activado aún la 
maquinaria lítica, no obstante, no se puede descartar que se hayan activado otros mecanismos como 
la secreción de citoquinas, o a que LAMP1 se haya internalizado y sea indetectable. 
La eficiencia de la transferencia también puede asociarse con los niveles de expresión de los 
ligandos en la célula donadora. Así, cuando las células diana tienen expresión endógena más baja 
(Figura 15), o células transfectadas con menores niveles de expresión, como MICB, el porcentaje de 
células NK que adquieren ligandos es menor (Figura 14). 
Pese a ser reconocidos por el mismo receptor, los NKG2D-L tienen diferentes propiedades 
bioquímicas, que afectan a su tráfico celular y liberación al medio extracelular (Fernández-Messina 
et al., 2012). La eficiencia en la transferencia también varía entre los distintos ligandos. Como ya se 
ha visto con proteínas que se transfieren a células T o B, la habilidad de su transferencia depende de 
la identidad de cada proteína (Daubeuf et al., 2010a). En varios de los experimentos presentados, se 
observa que el porcentaje de células NK que adquiere ULBP2 siempre es menor que ULBP3 y 
ULBP1, aunque la expresión en la célula diana sea mayor, como ocurre con las células U373 que 
expresan más ULBP2 pero transfieren más ULBP3 (Figura 15). Este resultado no depende de la 
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afinidad de los distintos anticuerpos, ya que se observa tanto utilizando anticuerpos dirigidos frente a 
los ULBP (Figura 9), como frente al epítopo FLAG, presente en las construcciones utilizadas para la 
transfección de las células diana (Figura 10C). Además, ULBP2 presenta una cinética distinta en su 
transferencia, alcanzando el máximo a tiempos más cortos (Figura 13). Esta menor eficiencia se debe 
a la mayor susceptibilidad de ULBP2 al corte proteolítico mediado por metaloproteasas(Fernández-
Messina et al., 2010), ya que cuando se inhibe la acción de estas enzimas, aumenta el porcentaje de 
células NK que adquieren ULBP2 (Figura 16). En cambio, los inhibidores de proteasas no parecen 
afectar a los niveles de ULBP2 en la célula diana. No se puede descartar que la acción de las 
metaloproteasas se produzca una vez que las células NK adquieren los ligandos. Una evidencia más 
de que ULBP2 se comporta de manera diferente se observa en los experimentos de bloqueo de 
NKG2D, el cual supone una reducción en los niveles de transferencia de ULBP2 menor en 
comparación con los otros ULBP (Figura 20), sugiriendo que otros mecanismos de transferencia 
independientes de NKG2D podrían estar implicados en la transferencia de ULBP2.  
 
Un resultado interesante es la co-inmuniprecipitación de ULBP3 con NKG2D (Figura 23) tras 
su transferencia a la célula NK. Este dato indica, que tras la lisis con detergente de las células NK 
recogidas de los co-cultivos, el ligando y el receptor se encuentran en la misma micela, por lo que 
deben estar próximos en la membrana de la célula NK. Este resultado, junto con la dependencia de la 
interacción con el receptor, podría sugerir que ambas proteínas estén asociadas en la célula NK y la 
interacción ocurra por su sitio de reconocimiento. Sin embargo, varios resultados demuestran que los 
ULBP transferidos no están unidos a NKG2D: 1) los anticuerpos utilizados para inmunoprecipitar 
NKG2D pueden bloquear al receptor por su sitio de unión (Bauer et al., 1999) de tal manera que, si 
estuviera unido a ULBP no podría inmunoprecipitarse; 2) el tratamiento con pH ácido es capaz de 
provocar el desensamblaje del receptor y, por lo tanto, si el ligando estuviera interaccionando con el 
receptor, aumentarían los niveles de ULBP detectables en la célula NK (Figura 12B, C); y 3) hay 
ligandos que se encuentran libres, ya que pueden ser reconocidos por otras células NK (Figura 26). 
Pese a que todos estos argumentos indican que los ULBP tranferidos se encuentran libres y próximos 
al receptor en la membrana de la célula NK, se observan niveles muy bajos cuando la transferencia 
de ULBP se analiza con la construcción NKG2D-Fc. No obstante, la comparación cuantitativa es 
compleja, ya que la afinidad de los anticuerpos monoclonales por los ULBP es mayor que la de 
NKG2D-Fc (Figura 24). Sin embargo, no se puede descartar totalmente que pueda haber otros 
ligandos que interaccionen con NKG2D en la membrana de la célula NK. Por ejemplo, se ha descrito 
que este tipo de interacción en cis podría ocurrir con complejos MHC que se transfieren desde APCs 
a linfocitos T murinos y permanecen unidos al TCR activando las rutas de señalización (Osborne y 
Wetzel, 2012).  
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Las consecuencias funcionales derivadas de la transferencia de proteínas suelen asociarse a la 
naturaleza de la proteína transferida, de tal manera que ligandos inhibidores adquiridos pueden 
inhibir a otras células, y el efecto contrario se encuentra si se trata de ligandos activadores. En el 
fenómeno aquí descrito, las células NK que adquieren ULBP aumentan su susceptibilidad de ser 
lisadas por otras células NK (Figura 26), convirtiéndose en nuevas células diana. La lisis de estas 
células explicaría algunos resultados como la disminución del porcentaje de células NK positivas 
para ULBP a tiempos largos (Figura 25A), o la bajada temprana de la intensidad de ULBP tras los 
co-cultivos (Figura 25B), la cual puede deberse a una eliminación de las células NK que tengan más 
ULBP en su membrana. En otros estudios, la transferencia de NKG2D-L también implica 
consecuencias funcionales: por ejemplo, las células NK que adquieren MICB reducen su actividad 
citolítica (Roda-Navarro et al., 2006); McCann y colaboradores describieron que cuándo MICA se 
transfiere a las células NK, éstas provocan la disminución de los niveles de NKG2D en otras células 
NK, así como su respuesta citotóxica (McCann et al., 2007), y en ratones, las células NK que 
adquieren NKG2D-L en su superficie se convierten en células diana frente a otras células NK in 
vitro e in vivo, y, además, esta respuesta también depende de la interacción con NKG2D (Nakamura 
et al., 2013a). Nakamura y colaboradores denominaron “fratricidio” a la respuesta citotóxica de las 
células NK hacia otras células NK que contienen NKG2D-L (Nakamura et al., 2013b), y este 
fenómeno podría constituir un mecanismo de evasión de células tumorales, provocando la muerte de 
células NK, o un mecanismo de homeostasis de la respuesta inmunológica, haciendo desaparecer 
células NK activadas. Este efecto también se observó en linfocitos T citotóxicos que adquirían 
complejos MHC, y podían ser lisados por la acción de otros linfocitos (Huang et al., 1999), y en 
linfocitos T que adquirían MICA, cuando se enfrentaban a células NK (Domaica et al., 2009). 
Una vez que la célula NK ha adquirido el ULBP, no sólo se convierte en diana potencial para 
otras células NK, sino que, además, vuelve a transferir el ligando (Figura 27). Este mecanismo 
explica otros datos como es el aumento en el porcentaje de células NK ULBP positivas tras 
separarlas de las células diana (Figura 25A), o la estabilidad de la intensidad de ULBP incluso 
después de 24 horas de los co-cultivos (Figura 25B), demostrando la redistribución de los ligandos 
entre las células NK. Esta retransferencia ya ha sido descrita en monocitos que podían adquirir, por 
trogocitosis, fragmentos de membrana de diferentes células tumorales y, posteriormente, transferirlo 
de nuevo a otras células del sistema inmunitario, siendo denominada como “trogocitosis múltiple en 
serie” (Alegre et al., 2010). Aunque en esta tesis no se ha estudiado el mecanismo implicado en la 
retransferencia de los ligandos a otras células NK, sería de esperar que requiera el reconocimiento a 
través del receptor, así como la formación de una sinapsis citotóxica. 
 
                                                      Discusión 
- 129 - 
 
3. Efecto de vemurafenib en los ligandos de NKG2D en melanoma  
Los datos mostrados en este trabajo demuestran que el tratamiento con vemurafenib induce una 
disminución de ligandos de NKG2D y DNAM-1 y un aumento de MHC-I en células metastásicas de 
melanoma que presentan la mutación BRAF
V600E
. La variación en la expresión de estas proteínas se 
relaciona con una disminución en la actividad citotóxica de las células NK frente a las células 
mutantes tratadas con vemurafenib. Se demuestra, además, que esta inhibición de la respuesta de las 
células NK se revierte con el inhibidor de desacetilasas de histonas, butirato sódico, el cual es capaz 
de aumentar los niveles de los NKG2D-L. Además de afectar a los niveles superficiales de los 
NKG2D-L, vemurafenib también provoca una variación similar en la cantidad de MICA que se 
recluta a exosomas y en la liberación de ULBP2 soluble. 
 
El efecto más sorprendente del tratamiento con vemurafenib de líneas metastásicas de 
melanoma mutadas en BRAF es la reducción en los niveles de MICA, ULBP3 y CD155, y el 
aumento de MHC-I, mientras que se observa el efecto contrario en las células no mutantes. Sin 
embargo, otro ligando de DNAM-1, CD112, no presenta variaciones, y el NKG2D-L, ULBP2, sólo 
lo hace en la línea Ma-Mel-86f (Figura 30). La cinética de los cambios en MICA parece estar ligada 
a los efectos en proliferación (Figura 33 y 32), ya que, por ejemplo, en la línea Ma-Mel-55 los 
efectos en proliferación a las 24 horas de tratamiento coinciden con la reducción en sus niveles de 
MICA. ¿Cuál podría ser el mecanismo responsable que relaciona la proliferación con la regulación 
de los NKG2D-L? Venkatamaran y colaboradores relacionaron la regulación de la expresión de 
NKG2D-L con la proliferación celular (Venkataraman et al., 2007). En concreto, la expresión del 
ligando murino RAE-1ε, puede regularse por el factor de transcripción E2F (factor E2), implicado en 
regular la entrada en ciclo celular (Jung et al., 2012). Además, se ha visto que E2F tiene un papel 
importante en la progresión tumoral en melanoma (Alla et al., 2010). De esta forma, el efecto anti-
proliferativo de vemurafenib podría estar relacionado con la disminución de los niveles de los 
NKG2D-L debidos al tratamiento. Otro aspecto a tener en cuenta es que se ha asociado el bloqueo de 
la ruta de las MAPK, en concreto de MEK, con una reducción en los NKG2D-L, en el contexto de su 
sobreexpresión mediada por Ras (Liu et al., 2012). Este dato demuestra nuevamente que existe una 
conexión entre la ruta de las MAPK con la expresión de los NKG2D-L. Así, la reducción en los 
niveles de los NKG2D-L en líneas mutantes, pero no en las no mutantes, puede deberse al bloqueo 
de la ruta de las MAPK provocado por vemurafenib, además de poder estar relacionado con su efecto 
anti-proliferativo. Además, ambas vías podrían estar relacionadas ya que se conoce que la ruta de las 
MAPK también está implicada en proliferación. 
Una observación curiosa de los resultados presentados en esta tesis es que vemurafenib tiene un 
efecto muy similar en la expresión de NKG2D-L y en el ligando de DNAM-1, CD155. Como se 
describió en la introducción, la regulación de los NKG2D-L también está relacionada con señales de 
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daño al ADN (Gasser et al., 2005) pero, además, Soriani y colaboradores describieron que el estrés 
genotóxico provocado por agentes quimioterapéuticos aumenta la expresión de NKG2D-L y CD155 
en células de mieloma múltiple. Esta regulación depende de la actividad ATM (del inglés, ataxia-
telangiectasia mutated) y ATR (del inglés, ataxia-telangiectasia and Rad3-related protein)  (Soriani 
et al., 2009), y se encuentra regulado a nivel transcripcional por E2F1 (Soriani et al., 2014). El factor 
de transcripción E2F1, podría ser el vínculo que relacione la expresión de NKG2D-L y CD155 bajo 
el tratamiento con vemurafenib, implicado en mecanismos de daño al ADN y proliferación celular. 
Además, recientemente también se ha publicado que agentes que provocan hiperploidía celular, 
inducen un aumento de NKG2D-L y CD155 en las células que son hiperploides, siendo, en el caso 
de MICA, dependiente de ATM (Acebes-Huerta et al., 2016). 
Junto al descenso en ligandos activadores de células NK, también se observó que el tratamiento 
con vemurafenib en las líneas de melanoma mutantes para BRAF provoca un aumento en el ligando 
inhibidor MHC-I, y una disminución en la línea no mutante. El aumento en MHC-I inducido por 
vemurafenib, también se ha descrito en células de melanoma antes de hacerlas resistentes al fármaco 
(Sottile et al., 2016). Además, se ha publicado que el tratamiento con vemurafenib puede inducir la 
expresión de MHC-I a través de IFNα2b e IFNγ (Sapkota et al., 2013).  
Además de observar el efecto de vemurafenib en ligandos de células NK, también se confirmó el 
efecto anti-proliferativo en las líneas mutantes para BRAF, tanto en ensayos MTT, como en el 
análisis del índice celular medido mediante xCELLigence RTCA
TM
 (Figura 29A y 32). Sin embargo, 
los experimentos de muerte celular no relacionan el efecto en proliferación con una menor tasa de 
muerte celular (Figura 29B), observación que también ha sido descrita en modelos murinos 
(Hooijkaas et al., 2012). Además, en otro trabajo se ha descrito que, en células resistentes, 
vemurafenib ejerce efectos citostáticos, pero no citotóxicos (Søndergaard et al., 2010). Este 
argumento podría estar relacionado con la ausencia del efecto en la muerte celular de las células 
tratadas en este trabajo. Otra posibilidad para explicar los resultados de viabilidad en células tratadas 
con vemurafenib es que éste induzca muerte celular a tiempos más cortos y sea indetectable por 
citometría de flujo tras 48 horas de tratamiento, cuando las células muertas ya habrían desaparecido 
del cultivo. Otro dato relacionado con la viabilidad celular inducida por vemurafenib es el descenso 
en la curva del índice celular en algunas líneas (Figura 32). Este efecto podría asociarse con un 
menor número de células y, por lo tanto, una disminución en la viabilidad celular. En cambio, esta 
conclusión no sería objetiva ya que se trata de una medida indirecta y los cambios en la curva 
también pueden reflejar otros cambios que afecten a la impedancia. Por lo tanto, los datos 
presentados aquí demuestran que el tratamiento con vemurafenib durante 48 horas provoca una 
menor proliferación, aunque no permiten distinguir entre un efecto en viabilidad o en la actividad 
metabólica de las células. 
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La reducción en la expresión de ligandos activadores (NKG2D-L y CD155) y el aumento del 
ligando inhibidor, MHC-I, provocados por el tratamiento con vemurafenib en las células de 
melanoma BRAF
V600E
, son responsables de un desequilibrio de señales, que se traduce en una menor 
respuesta de las células NK (Figura 36) (Figura 47). Un estudio que utilizaba diferentes líneas de 
melanoma encontró que CD155 y NKG2D-L, pertenecientes a la familia MIC, eran los ligandos 
activadores más expresados, y demostraba que el receptor NKG2D, está implicado en la respuesta de 
las células NK frente a células de melanoma (Casado et al., 2009), al igual que en otros sistemas 
tumorales. Otro trabajo describió que las células NK reconocen a las células de melanoma a través de 
los receptores NKp46 y DNAM-1 (Lakshmikanth et al., 2009). La necesidad de la cooperación de 
varios receptores es necesaria para la activación de las células NK frente a células de melanoma, y 
los datos presentados sugieren que tanto MHC-I, como CD155 y los NKG2D-L, pueden estar 
implicados en el reconocimiento de las células de melanoma utilizadas en estos ensayos, ya que la 
variación en sus niveles reducen la respuesta de las células NK. Sin embargo, es importante tener en 
cuenta que CD155, además de ser ligando de DNAM-1, también puede ser reconocido por los 
receptores inhibidores, TIGIT, con mayor afinidad (Stanietsky et al., 2009), y CD96 (Fuchs et al., 
2004), el cual también se ha asociado con una inhibición de la respuesta de las células NK (Chan et 
al., 2014). 
Los datos presentados en esta tesis demuestran que el tratamiento con vemurafenib en células NK 
no afecta a su actividad frente a células de melanoma (Figura 36B), demostrando que la reducción en 
la respuesta de las células NK se debe al efecto del fármaco en los ligandos de las células de 
melanoma. A pesar de que nuestros resultados parecen no afectar a la actividad de las células NK, 
datos procedentes de un modelo murino de melanoma indicaron que el efecto anti-metastásico 
observado con el tratamiento se debía al efecto sobre las células NK, y no sobre las células de 
melanoma (Ferrari de Andrade et al., 2014). Además, varios trabajos publicados estudian el efecto de 
vemurafenib en el número de células NK, así se ha descrito que: el número de células NK aumenta 
en sangre periférica en pacientes tratados con este fármaco (Schilling et al., 2014); cuando se 
analizan las células infiltradas en tumores de pacientes de melanoma se observa también un aumento 
en el número de células NK durante la respuesta al tratamiento con otro inhibidor de BRAF, 
dabrafenib, mientras que se reduce cuando la enfermedad progresa (Cooper et al., 2016). Si esta 
disminución en el número de células NK que se reclutan a las lesiones se suma con la menor 
actividad observada en este trabajo, se favorecería la evasión inmunitaria de las células de melanoma 
para su reconocimiento por parte de las células NK. Pese a que la mayoría de estudios sobre los 
mecanismos de resistencia se centran en procesos relacionados con las rutas de señalización y, en 
general, con la aparición de células resistentes a los fármacos, en este trabajo proponemos un nuevo 
mecanismo que implica a la respuesta de las células NK, en estadíos previos a la resistencia al 
fármaco. 
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Debido a que en distintos trabajos se han descrito varios inhibidores de proteasoma y HDACi que 
son capaces de aumentar los niveles de NKG2D-L, nos planteamos si estos tratamientos en 
combinación con vemurafenib, podrían revertir la reducción de la respuesta NK. Por ejemplo, 
distintos HDACi aumentan los niveles de varios NKG2D-L (Valés-Gómez et al., 2008). El HDACi, 
ácido valproico, aumenta los niveles de NKG2D-L en células de hepatoma y en pacientes con 
leucemia mieloide aguda (Armeanu et al., 2005; Poggi et al., 2009) y se usa en clínica como 
inmunoterapia (West et al., 2014). Skov y colaboradores observaron que distintos HDACi, aumentan 
los niveles de MICA/B en células tumorales, siendo dependiente de un aumento en GSK3 (del 
inglés, Glycogen synthase kinase 3) (Skov et al., 2005). Sin embargo, existen datos contradictorios 
con respecto a este mecanismo, ya que también se ha visto que inhibidores de GSK3 aumentan los 
niveles de MICA en células de mieloma múltiple (Fionda et al., 2013). Otro HDACi, tricostatina A, 
aumenta los niveles de MICA y MICB en células de leucemia, gracias al aumento en la acetilación 
de la histona 3 y a una menor asociación de HDAC1 en sus promotores (Kato et al., 2007). Además, 
en otro artículo se relaciona el aumento en la expresión de MICA/B  y ULBP2, provocado por el 
tratamiento con ácido valproico en células de mieloma, con una activación constitutiva de p-ERK 
(Wu et al., 2012), lo cual podría sugerir que éste sea el mecanismo implicado en el aumento de 
expresión de estos ligandos, volviendo a conectar la ruta de las MAPK con la regulación de los 
NKG2D-L. 
Aquí, se utilizó MG132, como inhibidor de proteasoma, y butirato sódico, como HDACi. A pesar 
de que en otros sistemas celulares estaba descrito que MG132 aumentaba la expresión de NKG2D-L, 
en las células de melanoma estudiadas no provocó un aumento de los niveles de estas moléculas 
(Figura 37B). Sin embargo, este efecto sí se observó un aumento con el tratamiento con butirato. En 
Figura 47. Ligandos de células NK en melanoma y efecto de vemurafenib. El tratamiento con vermurafenib en 
melanoma induce una reducción en la expresión de ligandos activadores y un aumento en ligandos inhibidores, lo cual 
se traduce en una menor respuesta de las células NK. 
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trabajos anteriores ya se comprobó que el tratamiento con MG132 no afectaba por igual a distintas 
líneas celulares (Valés-Gómez et al., 2008). 
El tratamiento con butirato en las células de melanoma aumentaba la expresión en superficie de 
NKG2D-L, pero también de CD112 y MHC-I, permaneciendo invariable CD155, aunque estos 
cambios no son estadísticamente significativos en todas las líneas celulares (Figura 37C). Para 
utilizar este tratamiento en combinación con vemurafenib, se realizaron ensayos de 24 horas de 
tratamiento, ya que tras 48 horas el efecto tóxico era muy alto. Además en ensayos MTT se observó, 
que la actividad metabólica de las células tratadas con la combinación de inhibidores disminuye o se 
mantiene estable con respecto a la reducción debida al tratamiento con vemurafenib. Este efecto en la 
actividad metabólica apoyaría los efectos anti-tumorales de la combinación de inhibidores, en las 
líneas de melanoma con BRAF
V600E
. Sin embargo, en la línea que no es mutante para BRAF, la 
actividad metabólica aumenta con la terapia combinada  (Figura 38A). Este resultado es llamativo, 
ya que el efecto del butirato es independiente del estado mutacional de la célula.  
La combinación de vemurafenib y butirato aumenta los niveles de los NKG2D-L, siendo más 
patente para ULBP2 (Figura 38B). Estos tratamientos también aumentaron los niveles de CD155 y 
no los de MHC-I (Figura 38C), a diferencia de lo observado en las titulaciones del tratamiento con 
butirato, lo cual podría deberse a que los tratamientos fueron más largos (24 horas) que para las 
titulaciones (16-18 horas). Mecanismos de respuesta de daño al ADN relacionan la regulación de los 
ligandos de NKG2D y de DNAM-1 (Cerboni et al., 2014), sin embargo, el mecanismo responsable 
del aumento de ligandos de DNAM-1 por HDACi no se conoce todavía. 
En general, los datos mostrados con la combinación de fármacos muestran un aumento en los 
niveles de ligandos activadores en las células de melanoma, lo cual se relaciona con una reversión en 
la actividad de las células NK (Figura 39). Otro trabajo utiliza la combinación de vemurafenib con 
un HDACi, SAHA, y muestra que líneas de melanoma resistentes a vemurafenib y a la acción lítica 
de linfocitos T citotóxicos y células NK, tras el tratamiento con SAHA, aumentan su sensibilidad a 
estas células mediante un mecanismo relacionado con apoptosis (Jazirehi et al., 2014). Los efectos 
del tratamiento con HDACi en melanoma se han relacionado con apoptosis, presentación antigénica, 
proliferación celular y parada del ciclo celular. Además, actualmente se están realizando ensayos 
clínicos con varios tratamientos con HDACi para pacientes con melanoma (revisado en Hornig et al., 
2016). 
El aumento de ligandos activadores en las células de melanoma tratadas con butirato, parece ser 
suficiente para recuperar la respuesta por parte de las células NK. En la actualidad encontrar 
combinaciones de tratamientos para mejorar los resultados de eficiencia de la terapias dirigidas es 
uno de los desafíos en la lucha contra el melanoma. Por ello, estos datos sugieren que el tratamiento 
con vemurafenib en combinación con butirato podría evitar la reducción de la actividad NK asociada 
a vemurafenib. Pese a que la idea de combinar inhibidores de BRAF
V600E
 con mecanismos que 
                                                      Discusión 
- 134 - 
 
aumenten la respuesta inmunológica ya ha sido explorada, los estudios se han centrado básicamente 
en la combinación con anticuerpos frente a PD1 como CTLA4, pero han resultado tener efectos 
tóxicos (Johnson et al., 2013; Ribas et al., 2013). En cambio, el mecanismo aquí propuesto se basa en 
una estrategia diferente que podría ser alternativa para el tratamiento de melanoma. 
 
Además de los efectos observados a nivel celular, también se comprobó el efecto del tratamiento 
con vemurafenib en la liberación de los NKG2D-L. Los resultados obtenidos demuestran que las 
líneas de melanoma liberan exosomas, aunque la cantidad depende de la línea celular (Figura 41C). 
Estos exosomas contienen antígenos de melanoma como melanA y tirosinasa (Figura 40), aunque la 
expresión de estas proteínas en exosomas derivados de melanoma ya se había definido (Andre et al., 
2002). Por primera vez, se muestra que los exosomas derivados de células de melanoma también 
contienen el NKG2D-L, MICA. En concreto, se encuentra la proteína MICA perteneciente al grupo 
A5.1 (Figura 42), tanto si la línea de melanoma era heterocigota u homocigota para este alelo, 
confirmando que es reclutada a exosomas de manera específica también en las líneas metastásicas de 
melanoma. La presencia de ligandos de DNAM-1 en exosomas no ha sido abordada en este trabajo, 
sin embargo, recientemente, se han encontrado ligandos de DNAM-1 en exosomas de cáncer de 
ovario, aunque no parecen encontrarse en la superficie de los exosomas y no modulan el receptor 
(Labani-Motlagh et al., 2016). 
Una vez aislados los exosomas, se estudió la fracción soluble procedente de los cultivos celulares 
y se observó que las líneas de melanoma liberaban ULBP2 soluble. A pesar de que ULBP2 puede 
liberarse de ambas formas, incluido en exosomas o mediante corte proteolítico, es más común este 
último mecanismo. En cambio, cuando células que expresan ULBP2 se tratan con inhibidores de 
metaloproteasas, se observa un aumento de ULBP2 en la fracción de exosomas (Fernández-Messina 
et al., 2010). El modo de liberación de cada ligando va a depender de variaciones en la expresión, 
actividad o localización de metaloproteasas. También, Paschen y colaboradores demostraron que se 
podía encontrar MICA y ULBP2 soluble en sueros de pacientes de melanoma. Además, los niveles 
de ULBP2 soluble se relacionan con un peor pronóstico de los pacientes, aunque no se puede 
descartar que estas proteínas se encuentren en exosomas, ya que para el análisis no se eliminaba 
dicha fracción (Paschen et al., 2009). En los experimentos mostrados en esta tesis, no se detectó 
MICA en la fracción soluble, pese a que algunas de las líneas presentaban una copia del grupo A5, lo 
cual podría deberse a que no sea a un nivel suficiente para poder ser detectado. Tampoco se encontró 
ULBP3 soluble, y esto explicaría porque su liberación tiene una cinética más lenta que la de ULBP2 
y suele liberarse en exosomas (Fernández-Messina et al., 2010). 
El efecto del tratamiento con vemurafenib en los niveles de MICA en exosomas o ULBP2 soluble 
(Figuras 42 y 44) parece seguir un patrón muy similar al que ocurre a nivel celular (Figuras 30 y 31), 
por lo que podría ser consecuencia directa del efecto que tiene el fármaco en la expresión de estas 
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proteínas en las células. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente, la liberación de los 
NKG2D-L tiene importantes consecuencias biológicas, como el bloqueo del receptor y su 
internalización, disminuyendo la capacidad citolítica de las células efectoras. El efecto de la 
variación de los niveles de los ligandos solubles liberados con vemurafenib sobre la actividad NK no 
ha sido abordado, aunque sería de esperar que una disminución de los ligandos solubles no estuviera 
ligada al bloqueo del receptor ni a la actividad de las células NK. 
Finalmente, en este trabajo se comenzó un estudio de exosomas de suero de pacientes de 
melanoma bajo tratamiento con vemurafenib (Figura 43). Sin embargo, los resultados no son 
concluyentes debido a que se trataba a una cohorte muy pequeña. Sería interesante aumentar el 
número de pacientes y estudiar la composición de dichos exosomas para obtener más información 
sobre el papel de estos en la progresión de la enfermedad en estos pacientes y un posible uso como 
biomarcadores de la enfermedad o de la respuesta a vemurafenib. 
 
En conjunto, en este trabajo se han estudiado diferentes mecanismos implicados en la expresión de 
los ligandos del receptor NKG2D, importantes en el control de la respuesta de las células NK. Desde 
la descripción de los mecanismos moleculares responsables de la liberación de MICA*008 en 
exosomas, hasta procesos celulares que conllevan la transferencia de ligandos a las células NK. 
Además, finalmente, se han englobado varios de estos aspectos en un modelo tumoral, como es el 
tratamiento con vemurafenib en melanoma. En los últimos años, se han desarrollado multitud de 
terapias relacionadas con el sistema inmunitario para el tratamiento del melanoma, sin embargo, la 
tasa de respuesta sigue sin tener niveles satisfactorios. En este trabajo, estudiamos uno de los 
tratamientos más exitosos y relacionamos la rápida aparición de resistencias con sus efectos en la 
expresión de NKG2D-L y la respuesta de las células NK. Finalmente, se estudió la reversión de este 
efecto gracias al tratamiento con butirato en combinación con vemurafenib, y se propone que  la 
sinergia entre estos dos tipos de fármacos podrían tener un efecto beneficioso tanto sobre la 
proliferación de los tumores como sobre su vigilancia por el sistema inmunitario.   
Todos estos datos muestran la complejidad del sistema NKG2D, tanto por la multitud de 
mecanismos implicados en la regulación de su expresión, como por la variabilidad de sus efectos en 
los diferentes NKG2D-L. Debido a la importancia que tiene este receptor en la respuesta 
inmunológica frente a tumores, este trabajo demuestra la relevancia del estudio detallado de este 
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1. El ligando de NKG2D, MICA*008, se ancla a la membrana mediante GPI. Este anclaje es necesario 
para su reclutamiento a exosomas y a regiones específicas de la membrana plasmática, conocidas 
como DRM.  
 
2. Los ligandos de NKG2D anclados mediante GPI a la membrana plasmática, ULBP, se transfieren de 
la célula diana a la célula NK con características propias del fenómeno conocido como trogocitosis. 
Esta transferencia requiere la interacción con NKG2D y la activación citotóxica de las células NK.  
3. La eficiencia de la transferencia depende de las características de cada ligando y de su abundancia en 
la célula diana. 
4. Las células NK que adquieren ULBP se convierten en células diana para otras células NK autólogas 
que, a su vez, pueden adquirir estos ligandos. 
 
5. El tratamiento con vemurafenib en células metastásicas de melanoma con la mutación V600E en 
BRAF, reduce la expresión de ligandos activadores de NKG2D y DNAM-1, y aumenta la expresión 
de moléculas de MHC de clase I. Estos efectos inducen una reducción en la capacidad citotóxica de 
las células NK frente a células de melanoma tratadas con vemurafenib. 
6. La combinación de vemurafenib con el inhibidor de desacetilasas de histonas, butirato sódico, 
aumenta la expresión de los ligandos de NKG2D y DNAM-1 en la superficie de las células de 
melanoma, y es, así, capaz de recuperar la activación de las células NK frente a células de melanoma 
tratadas con vemurafenib,  
7. El tratamiento con vemurafenib no afecta al tamaño, ni a la cantidad de exosomas producidos por las 
líneas de melanoma estudiadas. Sin embargo, el efecto de vemurafenib en la expresión de ligandos 
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